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A butirilcolinesterase (BChE) é codificada pelo gene BCHE que apresenta alelos 
polimórficos. O diabete melito (DM) é uma síndrome de etiologia múltipla, decorrente 
da falta de insulina e/ou da incapacidade desta exercer adequadamente seus efeitos 
levando a vários distúrbios metabólicos. O objetivo desse estudo foi investigar possível 
associação dos alelos do sítio -116 do exon 1 do gene BCHE e o diabete melito do tipo 
1 (DM1), pela comparação da freqüência dos alelos -116G e -116A (associado com 
atividade mais baixa da BChE) em euro-brasileiros (71 com DM1 e 71 doadores de 
sangue). Essas amostras foram genotipadas pela técnica de PCR-SSCA. Outras 
variáveis analisadas foram: idade de aparecimento da doença (IA), sexo, índice de 
massa corporal, razão cintura quadril, atividade da BChE, glicose, colesterol total, 
triglicérides, insulina e genótipos do exon 4 do gene BCHE. Os principais resultados 
foram: 1) A freqüência do alelo -116A não difere entre as amostras de DM1 total e 
controle, 2) Ocorre aumento da freqüência do alelo -116A em DM1 com IA ≤12 anos 
(OR = 4,62) e de GA + AA (OR = 4,96) em relação ao DM1 com IA > 12 anos; 3) 
Considerando-se ambos os exons 1 e 4, também foi mostrado aumento estatisticamente 
significativo da freqüência de GA/UK+GA/KK+AA/KK e do haplótipo AK em DM1 
com IA ≤ 12 anos em relação ao DM1 com IA > 12 anos (OR = 4,37 e OR = 4,19 
respectivamente); 5) O grupo com IA ≤ 12 anos mostrou média estatisticamente maior 
de concentração de glicose (p = 0,011) que o grupo com IA > 12 anos. Conclui-se que a 
presença do alelo -116A leva a um maior risco relativo do indivíduo apresentar DM1 
em idade precoce. Um vez que o grupo de DM1 com IA precoce não diferiu daquele 
com IA > 12 anos quanto à media de atividade da BChE, sugere-se que -116A não seja 
o responsável pelo aparecimento precoce do DM1 e sim que se deva outra variação 













Butyrylcholinesterase (BChE) is coded by the BCHE gene that presents polymorphic 
alleles. Diabetes mellitus (DM) is a syndrome of multiple etiology due to the lack of 
insulin and/or the impossibility of insulin to function properly, leading to several 
metabolic disturbances. The aim of this study was to investigate the possible association 
of alleles of the -116 site of exon 1 of the BCHE gene and type 1 diabetes mellitus 
(DM1) by comparing the frequency of alleles -116G and -116A (the latter associated 
with lower BChE activity) in Euro-Brazilians (71 DM1 patients and 71 blood donor 
controls). These samples were genotyped by the PCR-SSCA technique. The other 
analyzed variables were: age of disease overt (AO), sex, body mass index, waist hip 
ratio, BChE activity, glucose, total cholesterol, triglycerides, insulin and genotypes of 
the exon 4 of the BCHE gene. The main results were: 1) The frequency of the -116A 
allele does not differ in the total DM1 and the control samples, 2) Increased frequency 
in DM1 with AO ≤ 12 years of the -116A allele (OR = 4.62) and of the GA + AA 
genotype class (OR = 4.96) in relation to DM1 with AO > 12 years was verified; 3) 
Considering both exons 1 and 4, statistically significant increase in the frequency of 
GA/UK+GA/KK+AA/KK and of the AK haplotype in DM1 with AO ≤12 years in 
relation to DM1 with AO > 12 years (OR =4.37 and OR = 4.19, respectively) was also 
shown; 5) The group with AO ≤ 12 years showed statistically higher mean of glucose 
concentration (p = 0.011) than the group with AO > 12 years. It is concluded that the 
presence of the -116A allele leads to a higher relative risk of an individual to manifest 
DM1 at an earlier age. Considering that the group with DM1 with earlier AO did not 
differ from that with AO > 12 years in relation to the mean of BChE activity, it is 
suggested that the-116A allele is not responsible for the overt of DM1 at an earlier age 
and that this condition is due to another genetic variation in linkage disequilibrium with 











 A butirilcolinesterase (BChE) é codificada pelo gene BCHE, que está localizado 
no braço longo do cromossomo 3 (3q26.1- q26.2; SOREQ e cols., 1987). Cerca de 65 
variantes genéticas deste gene já foram descritas, sendo a maioria rara. O gene BCHE, 
constituído por 64.558 pb, existe como entidade única no genoma, contém 4 exons, 
sendo que o exon 1 é transcrito, mas não é traduzido e o exon 2 contém 83% da 
seqüência que codifica a BChE e inclui o sítio serina-ativo e a seqüência líder da enzima 
(ARPAGAUS e cols., 1990). 
 A variabilidade do gene BCHE começou a ser estudada na década de 50. Desde 
então diversas variantes foram descobertas, através da utilização de técnicas de inibição 
enzimática, estudos familiares e, mais recentemente, por técnicas de análise do DNA. 
Algumas variantes também foram identificadas devido à atividade ausente ou reduzida 
em relação à enzima usual. Atualmente muitas variantes têm sido identificadas através 
de seqüênciamento de DNA (ARPAGAUS e cols., 1990). 
 O diabete melito (DM) é uma síndrome de etiologia múltipla, decorrente da falta 
de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer adequadamente seus efeitos. A 
hiperglicemia crônica é freqüentemente acompanhada de dislipidemia, hipertensão 
arterial, disfunção endotelial e obesidade (SOC. BRAS. DIABETES, 2003). 
 A baixa atividade da BChE está relacionada a disfunções endoteliais, sendo que 
a variante K está associada a uma redução de 30% da atividade da BChE. Um estudo 
mostrou que existe um aumento na freqüência do alelo A539T no grupo de diabéticos 
tipo 1 com aparecimento precoce da doença (≤12 anos), em relação ao grupo com 
aparecimento mais tardio (> 12 anos) e o grupo controle (LEPIENSKI e cols., 2006). 
Outra variante da BChE, –116A, mostrou associação com o aumento da média 
do índice de massa corporal em obesos. Essa variante ocorre no exon 1, e apresenta 
desequilíbrio de ligação com a variante A539T, ocorrendo em mais de 90% dos casos 
em cromossomo que também apresenta a variante A539T (FURTADO, 2005). 
Este estudo comparou as freqüências das variantes do nucleotídeo -116 em 
diabéticos do tipo 1 com as encontradas em doadores de sangue de Curitiba, e verificou 
se as associações entre a idade precoce de aparecimento da doença se devem apenas à 









 A butirilcolinesterase é designada por BChE e o gene que a condiciona por 
BCHE. Além da enzima usual (U) existem diversas variantes da BChE, sendo as 
principais A, F-1, F-2, SC, H, J, K, designações estabelecidas na literatura. Entretanto, 
recentemente uma nova nomenclatura foi sugerida com base nas alterações que as 
mutações provocam nas seqüências de DNA e de proteínas (DEN DUNNEN e 
ANTONORAKIS, 2000). 
 Segundo DEN DUNNEN e ANTONARAKIS (2000), a nomenclatura deve ser 
acurada e não ambígua, mas flexível e a troca de nucleotídeo deve sempre estar incluída 
no relato original. Esses autores recomendam que: 
 Deve-se evitar relatar mudanças ao nível do aminoácido sem incluir a descrição 
ao nível do nucleotídeo; 
 Códons de término são designados por X; 
 O código de uma letra do aminoácido é recomendado, código de três letras é 
aceitável; 
 Mudanças de aminoácidos são descritas no formato, incluindo o código do 
aminoácido alterado; número do aminoácido; código do novo aminoácido; 
 Deleções são designadas por “del” depois do número de aminoácido; 
 Inserções são designadas por “ins” depois do número do aminoácido, seguidas 
pelos aminoácidos inseridos; 






 As esterases compreendem uma ampla variedade de enzimas presentes nos 
vertebrados. De acordo com a União Internacional de Bioquímica, são enzimas capazes 
de realizar a hidrólise de ligações éster que em humanos, são classificadas em três 
grupos, conforme o substrato sobre o qual preferencialmente atuam. As arilesterases ou 
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esterases aromáticas hidrolisam ésteres aromáticos. As aliesterases apresentam maior 
afinidade por ésteres alifáticos; e as colinesterases são mais eficientes na hidrólise de 
ésteres de colina (SOMORIN E SKOREPA, 1978). As colinesterases são inibidas pela 
fisostigmina na concentração de 10-5 M, o que as diferencia das demais esterases 
(AUGUSTINSSON, 1963). As colinesterases de vertebrados são a butirilcolinesterase 
(EC 3.1.1.8) e a acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7). A BChE difere da AChE, pois a 
última hidrolisa a acetilcolina em níveis fisiológicos, sendo inibida quando essa está em 
alta concentração, enquanto a BChE tem sua atividade aumentada nessa condição 
(ALLES E HAWES, 1940). A BChE hidrolisa ésteres de colina, mas é mais eficiente 
sobre a butirilcolina. A AChE, presente principalmente na membrana dos eritrócitos e 
junções neuromusculares, regula os níveis de acetilcolina, interrompendo a ação desta 




2.3. ESTRUTURA E FORMAS MOLECULARES DA BChE 
 
 HARRIS e cols. (1962) encontraram quatro bandas com atividade da BChE 
humana em eletroforese de gel de amido, que foram chamadas de C1 a C4 em ordem 
decrescente de mobilidade. Estudos posteriores mostraram que C1 corresponde ao 
monômero, C3 ao dímero e C4 ao tetrâmero (MUENSCHE e cols., 1976). A banda C2 é 
resultado da ligação do monômero à albumina (MASSON, 1989). 
HARRIS e cols. (1962), utilizando eletroforese bidimensional em papel e em gel 
de amido, observaram que alguns indivíduos exibiam uma banda adicional da BChE. A 
presença dessa banda adicional, chamada de C5, caracteriza o fenótipo CHE2 C5+ e a 
sua ausência, o fenótipo CHE2 C5−. Essa característica é controlada pelo gene CHE2, 
que apresenta dois alelos: CHE2*C5+ e CHE2*C5-. Indivíduos de fenótipo CHE2 C5+ 
representam cerca de 10% da população brasileira (CHAUTARD FREIRE-MAIA, 
1991) e apresentam atividade enzimática da BChE cerca de 20% superior a de 
indivíduos CHE2 C5−. Admite-se que o loco CHE2 codifica uma substância que se liga 
a BChE e forma o complexo C5 (MASSON, 1991). 
A forma predominante e de maior atividade da BChE no plasma é o tetrâmero, 
constituído por um dímero de dímeros de subunidades idênticas. As subunidades de 
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cada dímero estão unidas por uma ligação dissulfeto e os dímeros unem-se através de 
forças hidrofóbicas não covalentes. Cada monômero é uma cadeia de 574 resíduos de 
aminoácidos, com 9 cadeias de carboidratos ligadas a 9 asparaginas (LOCKRIDGE e 
cols., 1987). As cadeias de carboidratos parecem não interagir com moléculas do 
substrato, pois estariam distantes da entrada do sítio esterásico (MILLARD e 
BROOMFIELD, 1992) localizado no interior da molécula e ligado ao exterior por um 
túnel, cuja tríade catalítica seria formada por serina na posição 198, ácido glutâmico em 
325 e histidina em 438 (SHAFFERMAN e cols., 1992). Detalhes da estrutura cristal da 
BChE são encontrados em NICOLET e cols., 2003). 
ALCÂNTARA (2000), utilizando gel de poliacrilamida, confirmou o 
aparecimento de 12 bandas de atividade da BChE em eletroforese, mostradas 
inicialmente por JUUL (1968), o que sugere a existência de outras formas moleculares 
heterólogas da butirilcolinesterase, além de C2 e de C5. 
 
2.4. O GENE BCHE: LOCALIZAÇÃO E ESTRUTURA 
  
 YANG e cols. (1984) atribuíram a localização do loco da transferrina (TF) ao 
cromossomo 3. A ligação entre o loco BCHE e TF já havia sido demonstrada por 
ROBSON e HARRIS (1966). Posteriormente, SOREQ e cols. (1987) utilizando cDNA 
como sonda para hibridização “in situ” mapearam o loco BCHE em 3q21-26 e 
GAUGHAN e cols. (1991), ao utilizarem uma sonda amplificada por PCR contendo a 
região que codifica o sítio ativo, obtiveram um sinal único de hibridização e refinaram a 
localização para 3q26.1-q26.2. 
 ARPAGAUS e cols. (1990), utilizando cDNA da butirilcolinesterase humana, 
isolaram clones de uma biblioteca genômica contendo o gene BCHE e, através da 
análise de mapas de restrição, puderam delinear sua estrutura. Esse gene é composto por 
4 exons, formados por 2.445 pares de bases (pb). A região que codifica a proteína 
madura abrange grande parte do exon 2, todo o exon 3 e parte do exon 4, conforme 






  EXON 1                                EXON 2                                               EXON 3                             EXON 4 
  (149 pb)                               (1.525 pb)                                               (167 pb)                              (604 pb)  
          6.272 pb                                                                       43.205 pb                    12.638 pb 
FIGURA 1: Desenho esquemático do gene BCHE, mostrando sua localização no 
cromossomo 3 humano (fonte: NCBI, acessado em 04/05/2006). Em detalhe os quatro 
exons e os três introns com os respectivos números de pares de bases que os compõem. 
A área escura (1722 pb) representa a região que codifica a proteína madura. 
 
 A BChE é formada por 574 resíduos de aminoácidos, sendo que proteína madura 
é codificada por apenas 1722 pb, os 723 pb não codificantes da enzima madura 
correspondem ao exon 1, à parte inicial do exon 2 e à parte final do exon 4. No exon 1, 
há dois potenciais sítios de início de tradução, correspondentes aos códons -69 e -47. O 
nucleotídeo (nt) +1 está contido no exon 2, além de um terceiro possível sítio de início 
de tradução no códon -28. O exon 2 contém 1.525 pares de bases da seqüência 
codificadora correspondente a 83% da proteína madura (NCBI, acessado em 
04/05/2006). 
 
2.5. VARIABILIDADE GENÉTICA 
 
Diversos alelos são responsáveis pela variabilidade da BChE. O uso da 
succinilcolina como relaxante muscular pré-operatório, na década de 50, possibilitou a 
descoberta da variabilidade da BChE. As técnicas clássicas de fenotipagem baseiam-se 
na quantificação da atividade enzimática sobre substratos como a benzoilcolina e alfa-
naftil acetato sob o efeito de inibidores diferenciais como a dibucaína (KALOW e 
GENEST, 1957), o fluoreto de sódio (HARRIS e WHITTAKER, 1961), o DL-
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propranolol (WHITTAKER e cols., 1981) e o Ro2-0683 (MORROW e MOTULKY, 
1968). Posteriormente o aperfeiçoamento das técnicas de análise do DNA permitiu a 
determinação da base molecular de variantes conhecidas e a descoberta de novas 
mutações (Quadro 1). 
 KALOW e GENEST (1957) demonstraram, pela primeira vez, a existência de 
uma enzima qualitativamente diferente da “usual”, denominada “atípica”, essa variante 
não consegue hidrolisar a succinilcolina em doses fisiológicas o que causa nos pacientes 
paralisia muscular e apnéia prolongada. McGUIRE e cols. (1989) mostraram que esta 
diferença deve-se a uma mutação de ponto no nucleotídeo 209 (GAT para GGT). Os 
mesmos autores sugeriram que a substituição de um ácido aspártico por uma glicina 
geraria uma modificação no sítio aniônico da enzima, o que explicaria sua afinidade 
reduzida por ésteres de colina, que são positivamente carregados. A freqüência do alelo 
“atípico”, D70G, foi estimada em cerca de 2% em populações caucasóides 
(WHITTAKER, 1986). 
 HARRIS e WHITTAKER (1961) utilizaram o fluoreto de sódio como inibidor 
diferencial e descreveram uma outra variante, chamada “resistente ao fluoreto”. A 
freqüência desse alelo foi estimada em 0,49 % em nordestinos (SIMPSON E KALOW, 
1965) e 0,51% e 0,61% em amostras da população de Curitiba, por ALCÂNTARA e 
cols. (1991) e FADEL-PICHETH (1991), respectivamente. Posteriormente, 
NOGUEIRA e cols. (1992) mostraram que esse fenótipo é heterogêneo e distinguiram 
duas mutações. A mutação F-1 é condicionada pelo alelo T243M, causado por uma 
mutação de ponto que altera a treonina 243 para metionina (ACG para ATG). A 
mutação F-2 é condicionada pelo alelo G390V, onde a mutação de ponto altera a glicina 
390 para valina (GGT para GTT). MIKAMI (2005) estudou uma amostra da população 
de Curitiba através da análise do DNA e encontrou freqüência de 0,28%, tanto para o 
alelo T243M, como para o alelo G390V. 
 A variante K (em homenagem a Werner Kalow), determinada pelo alelo A539T, 
foi descrita pela primeira vez por RUBINSTEIN e cols. (1978), que estudaram duas 
famílias na qual indivíduos heterozigotos para a variante “atípica” apresentavam 
inibição diminuída pela dibucaína e redução de 33% na atividade enzimática, quando 
comparada com a enzima usual. Essa redução deve-se ao número menor de moléculas 
circulantes, por degradação acelerada ou síntese diminuída da enzima.  
ALTAMIRANO e cols. (2000), ao comparar a enzima usual com a determinada 
pela mutação K, verificaram que estas não apresentaram diferenças com relação a 
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afinidade e taxa de catálise de substratos, taxa de secreção da célula e formação sérica 
de tetrâmero. Em vista desses dados, sugerem que a diminuição no número de 
moléculas circulantes da BChE, associado ao fenótipo K, pode ser causado por 
mutações na região regulatória ou promotora do gene BCHE.   
A mutação A539T causa a substituição de uma alanina por treonina. Em cerca de 
89% dos casos da mutação “atípica”, ela está em cis com a mutação K (BARTELS e 
cols., 1992a). 
 O alelo A539T é o mais freqüente entre os alelos não usuais do gene BCHE. As 
freqüências desse alelo, estimadas por SOUZA e cols. (1998), foram de 18,4% em euro-
brasileiros (N = 190) e de 17,1% em miscigenados oriundos de europeus e africanos (N 
= 82), em amostras coletadas em Curitiba. Posteriormente, SOUZA (2001), ao ampliar a 
amostra de euro-brasileiros (N = 898), encontrou freqüência semelhante (17,8%). 
LEPIENSKI e cols. (2006) estudaram a mutação K em um grupo de diabéticos do tipo 1 
(N = 72) e concluíram que a freqüência dessa mutação no grupo de diabéticos não difere 
estatisticamente da encontrada no grupo controle (N = 886). Entretanto, um estudo 
mostrou que existe um aumento na freqüência do alelo A539T no grupo de diabéticos 
tipo 1 com aparecimento precoce da doença (≤12 anos), em relação ao grupo com 
aparecimento mais tardio (> 12 anos) e o grupo controle (LEPIENSKI e cols., 2006), o 
que levou a duas possíveis interpretações: 1) O alelo K não é um fator de risco para o 
DM1, somente predispõe para a manifestação precoce desta doença; 2) O DM1 é uma 
doença de etiologia heterogênea, e o alelo K está possivelmente está associado apenas a 
um tipo específico de DM1 com idade de aparecimento precoce. 
 Na região não codificadora do gene BCHE no exon 1 existe uma variante do 
nucleotídeo -116 (TGC/TAC) com freqüência de 8% na população (BARTELS e cols., 
1990). FURTADO (2005) estudou a variante -116A do exon 1 (G  A), descrita por 
BARTELS e cols. (1990). Observou que cerca de 90% dos cromossomos com a 
mutação –116A também possuem a mutação A539T. O trabalho de FURTADO (2005) 
mostrou que a atividade mais baixa da BChE, antes atribuída à presença da mutação 
A539T, deve-se à  presença conjunta de A539T e –116. Não há informação sobre o 
efeito isolado da -116A, uma vez que quase a totalidade dessa mutação está em cis com 





Os fenótipos silenciosos são caracterizados por uma redução entre 90 a 100% na 
atividade enzimática. São muito raros na população em geral e mostram grande 
heterogeneidade genética. Vários alelos determinantes desta condição já foram descritos 
e são apresentados no Quadro 1, juntamente com outros alelos do gene BCHE. 
 
QUADRO 1: Variantes descritas para o gene BCHE. 
Alteração de nucleotídeo Nomeb Referência 
Exon 1 
-116; G A  BARTELS e cols., 1990 
Exon 2 
9 to 11; CATCAT  CAT I4del MAEKAWA e cols., 1997 
16; ATT  TT I6fs 
BARTELS e cols., 1992b; PRIMO-
PARMO e cols., 1996; 
35; AAA  AGA K12R MIKAMI, 2005 
45; GGG  GGC G15G MIKAMI, 2005 
71; ACG  ATG T24M MAEKAWA e cols., 1997 
82; TTT  ATT F28I YEN e cols., 2003 
98; TAT  TGT Y33C  PRIMO-PARMO e cols., 1996 
109; CCT  TCT P37S PRIMO-PARMO e cols., 1996 
208; GAT  CAT D70H BOEK e cols., 2002 
209; GAT  GGT D70G (A) MCGUIRE e cols., 1989 
223; GGC  CGC G75R SOUZA e cols., 2005b 
270; GAA  GAC E90D SOUZA e cols., 2005b 
286; AAT  TAT N96Y YEN e cols., 2003 
297; ATT  ATG I99M SOUZA e cols., 2005b 
298; CCA  TCA P100S 
MAEKAWA e cols., 1997; TAKAGI e 
cols., 1997; LU e cols., 1997 
318; AAT  AAAT N106fs YENe cols., 2003 
344; GGT  GAT G115D PRIMO-PARMO e cols., 1997 
351; GGT  GGAG G117fs NOGUEIRA e cols. 1990 
355; CAA  TAA Q119X SUDO e cols., 1997 
375; TTA  TTT L125F PRIMO-PARMO e cols., 1996 
383; TAT TGT Y128C HIDAKA e cols., 1997 
  Continua  
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Alteração de nucleotídeo Nomea Referência 
424; GTG  ATG V142M (H) JENSEN e cols., 1992 
486; GCT  GCC A162A SOUZA e cols., 2005b 
510; GAT  GAG D170E PRIMO-PARMO e cols., 1996 
514; CAG  TAG Q172X GÄTKE e cols., 2001 
551; GCC  GTC A184V (SC) GREENBERG e cols., 1995 
592; AGT  GGT S198G PRIMO-PARMO e cols., 1996 
596; GCA  GTA A199V SAKAMOTO e cols., 1998 
601; GCA  ACA A201T PRIMO-PARMO e cols., 1996 
607; TCA  CCA S203P HIDAKA e cols., 2001 
728; ACG  ATG T243M (F-1) NOGUEIRA e cols., 1992 
748; ACT  CCT T250P MAEKAWA e cols., 1995 
765; GAG  GAC E255D PRIMO-PARMO e cols., 1996 
800; AAA  AGA K267R MAEKAWA e cols., 1997 
811; GAA  TAA E271X PRIMO-PARMO e cols., 1996 
880; GTG  ATG V294M MIKAMI e cols., 2005 
943; ACC  AACC T315fs HIDAKA e cols., 1992 
943; ACC  TCC T315S LIU e cols., 2002 
988; TTA  ATA L330I SUDO e cols., 1997 
997; GGT  TGT G333C MIKAMI, 2005 
1062 - 1076 K355insALU MURATANI e cols., 1991 
1093; GGA  CGA G365R HIDAKA e cols., 1992; HADA e cols., 
1992 
1156; CGT  TGT R386C YEN e cols., 2003 
1169; GGT  GTT G390V (F-2) NOGUEIRA e cols., 1992 
1200; TGC  TGA C400X HIDAKA e cols., 1997 
1253; TTC  TCC F418S MAEKAWA e cols., 1995 
1270; CGA  TGA R424X YEN e cols., 2003 
1273; TCC  CCC S425P GNAT e cols., 1990 
1294; GAA  TAA E432X LEVANO e cols., 2005 
1303; GGA  AGA G435R DEY e cols., 1997 
1336; TTT  GTT F446V DEY e cols., 1997 
  Continua  
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Alteração de nucleotídeo Nomea Referência 
1351; GAA  TAA E451X DEY e cols., 1997 
1378; GAG  AAG E460K YEN e cols., 2003 
1393; AGA  TGA R465X MAEKAWA e cols., 1995 
1408; CGC  TGG R470W MIKAMI, 2005 
1411; TGG  CGG W471R PRIMO-PARMO e cols., 1996 
Intron 2 
IVS – 8T  G  PRIMO-PARMO e cols., 1996 
Exon 3 
1490; GAA  GTA E497V (J) BARTELS e cols., 1992a 
1500; TAT  TAA Y500X 
BARTELS e cols., 1992b; PRIMO-
PARMO e cols., 1996 
1543; CGT  TGT R515C MAEKAWA e cols., 1995 
1553; CAA  CTA Q518L PRIMO-PARMO e cols., 1996 
Exon 4 
1615; GCA  ACA A539T (K) BARTELS e cols., 1992b 
1914; A  G  BARTELS e cols., 1990 




2.6. FUNÇÃO DA BChE 
  
Apesar da butirilcolinesterase apresentar uma ampla distribuição em diferentes 
tecidos humanos, a sua função biológica ainda não está esclarecida. 
 Desde a verificação de uma correlação positiva entre a atividade da BChE e o 
teor de gordura subcutânea (BERRY e cols., 1954), vários trabalhos têm indicado algum 
envolvimento desta enzima com o metabolismo de lípides. A atividade da BChE está 
aumentada em distúrbios como diabete melito (ANTOPOL e cols., 1937), obesidade 
(CUCUIANU e cols., 1968), hiperlipoproteinemia (CUCUIANU e cols., 1975) e 
positivamente correlacionada com os níveis de triglicerídeos (MAGARIAN e DIETZ, 
1987), VLDL e LDL (CHU e cols., 1978). Há evidências de que a BChE forma, por 
meio de uma ligação física, um complexo com VLDL e participa na origem da LDL 
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(KUTTY, 1980). Além disso, foi mostrado que indivíduos CHE2 C5+ têm, em média, 
menor peso que seus controles CHE2 C5− (CHAUTARD-FREIRE-MAIA e cols., 
1991), e IMC menor que os CHE2 C5− (ALCÂNTARA e cols., 2001). 
 LAYER (1983), estudando cérebro de embriões de galinha, observou que tanto a 
BChE como a AChE são expressas bem antes da sinaptogênese e que existe uma relação 
espaço-temporal entre essas duas enzimas. Isto levou a propor um papel não colinérgico 
das duas enzimas e que a BChE regularia a expressão da AChE. Levando em conta a 
íntima associação da BChE com a proliferação celular no tubo neural de embriões de 
galinha, LAYER (1983) sugeriu uma função para a BChE no crescimento celular. O 
mesmo autor mostrou uma ação mitogênica da BChE purificada em células neurais in 
vitro, e sugeriu que inibidores da BChE afetam a proliferação celular. SOREQ e 
ZAKUT (1993) mostraram uma elevada atividade da BChE em sistemas proliferativos 
como o hematopoético e em tumores. 
Além de hidrolisar ésteres de colina, a BChE apresenta atividade de aril 
acilamidase amino sensível (AAA), frente ao substrato o-nitroacetanilato 
(BALASUBRAMANIAN e BHANUMATHY, 1993). Os mesmos autores especulam a 
possibilidade da BChE degradar analgésicos endógenos, possivelmente existentes no 
organismo. Argumentam que o paracetamol e o fenacetin apresentam na sua estrutura a 
ponte acil-amida, semelhante àquela clivada pela AAA (atividade de aril acilamidase 
amino sensível) e que pacientes com enxaqueca apresentam excesso de tiramina, uma 
amina vasoativa comumente encontrada em alimentos, e uma das substâncias que 
estimulam a atividade de AAA da BChE. A similaridade nas seqüências de diferentes 
esterases, lipases, tireoglobulina, proteínas de adesão celular e colinesterases sugerem 
que as colinesterases podem exibir mais de uma atividade biológica com funções mais 
amplas (BALASUBRAMANIAN e BHANUMATHY, 1993). 
MESULAM e cols. (2002) analisaram camundongos nulizigotos para a AChE 
(acetilcolinesterese) e verificaram que todos os componentes anatômicos principais das 
vias colinérgicas centrais se desenvolveram normalmente. Apesar de não ocorrer 
aumento compensatório na distribuição da BChE, foi detectada atividade da BChE em 
todas as áreas do cérebro que recebem inervação colinérgica, tanto nos camundongos 
nulizigotos para AChE quanto nos camundongos normais. Estes experimentos sugerem 
que a AChE não é necessária para o estabelecimento das vias colinérgicas e que a BChE 
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pode substituir a AChE exercendo uma função constitutiva de hidrólise da acetilcolina 
no cérebro normal. 
 
2.7. DIABETE MELITO 
 
 Caracterizada como uma síndrome de etiologia múltipla, o diabete melito (DM) 
é decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer 
adequadamente seus efeitos. Caracteriza-se por hiperglicemia crônica, freqüentemente 
acompanhada de dislipidemia, hipertensão arterial, disfunção endotelial e obesidade. 
As conseqüências do DM a longo prazo decorrem de alterações micro e 
macrovasculares que levam à disfunção, dano ou falência de vários órgãos. As 
complicações crônicas incluem a nefropatia, com possível evolução para insuficiência 
renal, a retinopatia, com a possibilidade de cegueira e/ou neuropatia, com risco de 
úlceras nos pés, amputações, artropatia de Charcot e manifestações de disfunção 
autonômica, incluindo disfunção sexual. Indivíduos com diabete apresentam risco maior 
de doença vascular aterosclerótica, como doença coronariana, doença arterial periférica 
e doença vascular cerebral. Os sintomas decorrentes de hiperglicemia acentuada 
incluem perda inexplicável de peso, poliúria, polidipsia e infecções. Mesmo em 
indivíduos assintomáticos poderá haver hiperglicemia discreta, porém em grau 
suficiente para causar alterações funcionais ou morfológicas por um longo período antes 
que o diagnóstico seja estabelecido (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2003). 
A Síndrome Metabólica (SM) pode estar presente até dez anos antes da detecção 
de alterações glicêmicas, o que caracteriza risco aumentado para diabete e doença 
cardiovascular. Existem várias propostas na literatura internacional para definir SM 
(OMS – Organização Mundial da Saúde, EGIR – European Group for the Study of 
Insulin Resistance, NCEP – National Cholesterol Education Program e outros), como 
todas elas apresentam aspectos vulneráveis, nenhuma é ideal. Segundo a Sociedade 
Brasileira de Diabete a definição do NCEP-ATP III (National Cholesterol Education 
Program – Adult Treatment Panel III) parece ser a mais adequada, por considerar 
critérios como obesidade central, a valorização de cada uma das alterações lipídicas, por 
diagnosticar um maior número de indivíduos hipertensos e por dispensar exames 
laboratoriais mais complexos. Essa definição considera portador da SM o indivíduo que 
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QUADRO 2: Identificação clínica da Síndrome Metabólica  
Diferentes propostas para caracterização da síndrome metabólica 
Características OMS, 1999 
Hipertensão arterial Uso de anti-hipertensivos ou PA ≥ 140/90mmHg 
Dislipidemia TG ≥ 150mg/dL 
HDL < 35 mg/dL (H) e < 39 mg/dL(M) 
Obesidade IMC ≥ 30kg/m² e/ou C/Q > 0,9 (H) e 
> 0,85 (M) 
Tolerância à glicose 
DM2 ou tolerância à glicose diminuída no 
TOTG ou resistência à insulina 
Outras 
Microalbuminúria (excreção de albumina 
em amostra noturna > 20 mcg/min) 
ou razão albumina/creatinina ≥ 30mg/g 
Condições necessárias ao 
diagnóstico 
DM2 ou tolerância à glicose diminuída 
Ou resistência à insulina e mais duas 
alterações 
OMS: Organização Mundial da Saúde; NCEP_ATPIII: National Cholesterol Education Program – 
Adult Treatment Panel III; AACE: Associação Americana de Endocrinologistas Clínicos; PA: pressão 
arterial; TG: triglicérides; IMC: índice de massa corporal, ACE: American College of Endocrinology 
Referência: Sociedade Brasileira de Diabetes 2005, revisão 2006. 
A classificação atualmente recomendada incorpora o conceito de estágios 
clínicos do DM, desde a normalidade, passando para a tolerância à glicose diminuída 
e/ou glicemia de jejum alterada, até o DM propriamente dito. A nova classificação, 
baseada na etiologia do DM, elimina os termos diabete melito-insulino dependente 
(IDDM) e não-insulinodependente (NIDDM), esclarece que: 
O DM do tipo 1 resulta primariamente da destruição das células beta 
pancreáticas e tem tendência à cetoacidose. Inclui casos decorrentes de doença auto-
imune e aqueles nos quais a causa da destruição das células beta não é conhecida. 
Corresponde de 5% a 10% do total de casos de diabete. A forma rapidamente 
progressiva é comumente observada em crianças e adolescentes, porém pode ocorrer 
também em adultos. A forma lentamente progressiva ocorre geralmente em adultos e é 
referida como diabete latente auto-imune do adulto (Lada). 
DM do tipo 2 resulta, em geral, de graus variáveis de resistência à insulina e 
deficiência relativa de secreção de insulina. A maioria dos pacientes tem excesso de 
peso e a cetoacidose ocorre apenas em situações especiais. Na maioria dos casos, o tipo 
2 ocorre a partir dos 40 anos de idade, embora possa ocorrer mais cedo, mas raramente 
em adolescentes. Abrange 85% a 90% do total de casos de diabete, sendo que sua 
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incidência vem crescendo entre crianças e jovens, em associação ao aumento da 
incidência de obesidade, o que pode causar ou agravar a resistência à insulina também 
em adultos. Há, provavelmente, diversos mecanismos diferentes que podem resultar 
nesta forma de diabete e é provável que o número de pessoas nesta categoria diminua no 
futuro, quando a identificação de defeitos genéticos e processos patogênicos específicos 
permitam uma diferenciação e uma classificação mais definitiva. Dessa forma, esses 
casos migrariam para a categoria “outros tipos de DM”, descrita mais adiante (quadro 
2.3). Embora a etiologia específica do diabete do tipo 2 não seja conhecida, por 
definição, não ocorre destruição auto-imune de células β-pancreáticas e tais pacientes 
não apresentam nenhuma das causas específicas da categoria “outros tipos”. 
 O DM gestacional é a diminuição da tolerância à glicose, de magnitude variável, 
diagnosticada pela primeira vez na gestação, podendo ou não persistir após o parto. 
Abrange os casos de DM e de tolerância à glicose diminuída detectados na gravidez. 
A categoria “outros tipos de DM” (quadro 3) contém várias formas de diabete 






















QUADRO 3: Outros tipos de diabete melito.  
Outros tipos de DM Causas 
Cromossomo 20, HNF4α (MODY1) 
Cromossomo 7, glucoquinase (MODY2) 
Cromossomo 12, HNF1α (MODY3) 
Cromossomo 13, IPF-1 (MODY4) 
Defeitos funcionais das células beta 
Mutação 3243, DNA mitocondrial 
Resistência Tipo A à insulina 
Leprechaunismo 
Sindrome de Rabson-Mendenhall 







Doenças do pâncreas exócrino 
Hemocromatose 













Síndrome da insulina auto-imune 
(anticorpos para insulina) 
Receptor de anticorpos antiinsulina 
Formas incomuns de diabete imuno-mediado 
Síndrome “Stiff Man” 
Outras síndromes genéticas  
Referência: Sociedade Brasileira de Diabetes 2003. 
 
A evolução para o diabete melito ocorre ao longo de um período de tempo 
variável, passando por estágios intermediários que recebem as denominações de 
glicemia de jejum alterada e tolerância à glicose diminuída. O primeiro representa 
evidência precoce de disfunção de célula beta; o segundo, na presença de glicemia de 
jejum normal, representa quadro de resistência insulínica. Na presença de ambos, 
haveria um quadro misto, com maior risco para progressão para diabete e doença 
cardiovascular (Sociedade Brasileira de Diabetes 2003). 
Os critérios diagnósticos dos estágios de glicemia de jejum alterada e tolerância 
à glicose diminuída estão contidos no Quadro 4. Baseiam-se nas novas recomendações e 
incluem valores de glicemia de jejum medidos no soro ou plasma, que pela praticidade 
constituem o procedimento básico empregado para fazer o diagnóstico de Diabete 
melito (DM). No entanto, estudos recentes têm demonstrado a importância de se realizar 
ainda o teste de tolerância à glicose, quando a glicose plasmática de jejum for 
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≥110mg/dL e <126mg/dL, ou, a glicose plasmática for <110mg/dL e estiverem 
presentes dois ou mais fatores de risco para DM nos indivíduos com idade ≥45 anos. 
Qualquer dos estágios, pré-clínicos ou clínicos, pode caminhar em ambas as direções, 
progredindo para o estado diabético ou revertendo para a normalidade da tolerância à 
glicose. 
Os procedimentos diagnósticos empregados são a medida da glicose no soro ou 
plasma após jejum de oito a 12 horas e o teste padronizado de tolerância à glicose 
(TTG), após administração de 75 gramas de glicose anidra (ou dose equivalente) por via 
oral, com medidas de glicose no soro ou plasma nos tempos 0 e 120 minutos após a 
ingestão. 
 
QUADRO 4: Valores de glicose plasmática (em mg/dL) para diagnóstico de diabete melito e 
seus estágios pré-clínicos. 
CATEGORIA JEJUM* 
2h APÓS 75g DE 
GLICOSE 
CASUAL** 
Glicemia normal <110 <140 
Tolerância à glicose 
diminuída 
>110 a < 126 ≥140 a <200 
 
Diabete melito ≥ 126 ≥200 
≥ 200 (com sintomas 
clássicos) *** 
* O jejum é definido como a falta de ingestão calórica por no mínimo oito horas. 
** Glicemia plasmática casual é definida como aquela realizada a qualquer hora do dia, sem se observar o 
intervalo desde a última refeição. 
*** Os sintomas clássicos de DM incluem poliúria, polidipsia e perda inexplicada de peso. 
Nota: O diagnóstico de DM deve sempre ser confirmado pela repetição do teste em outro dia, a menos 




Os fatores de risco para o diabete melito do tipo 2 incluem: idade ≥45 anos, 
história familiar de DM (pais, filhos e irmãos), excesso de peso (IMC ≥ 25 kg/m²), 
sedentarismo, HDL – colesterol baixo ou triglicérides elevados, hipertensão arterial, 
DM gestacional prévio, macrossomia ou história de abortos de repetição ou mortalidade 
perinatal, uso de medicação hiperglicemiante, por exemplo: corticosteróides, tiazídicos, 
betabloqueadores (Sociedade Brasileira de Diabetes 2003). 
 Entre os anos de 1986 a 1989 o Ministério da Saúde, a Sociedade Brasileira de 
Diabete e o CNPq uniram-se para realizar uma pesquisa quanto a prevalência do 
Diabete no Brasil, essa estimou entre a população na faixa etária de 30 a 69 anos uma 
prevalência de 7,5 % na população brasileira, 50% desses indivíduos desconheciam o 
diagnostico de DM. Hoje se estima que 2,5 milhões de pessoas sejam portadoras da 
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doença, que apresenta maior incidência nos estados de São Paulo e Rio Grande do Sul 
(Sociedade Brasileira de Diabetes 2003. www.diabete.org.br, acessado em 03/05/2006). 
 
 
2.8. GENÉTICA DO DM1 
 
 O diabete do tipo 1 apresenta uma associação com os genes do sistema HLA, 
estes são responsáveis por cerca de 44% do risco genético para essa doença. Os genes 
mais relacionados estão entre os da classe II, região D (DRB, DQA e DQB), 
especialmente os alelos DRB1*0401, DRB1*0402, DRB1*0205, DRB1*0301 e 
DRB1*1501. Como muitos alelos na região HLA apresentam forte desequilíbrio de 
ligação, como por exemplo, os alelos no loco DRB com alelos em DQB, é muito 
provável que, no nível populacional, existam haplótipos de risco da região D do sistema 
HLA. Existem cerca de 20 locos, distribuídos em vários cromossomos (1, 2, 3, 5, 6, 10, 
11, 14, 15, 16, 18 e 19), que mostraram ligação com o DM1 em estudos de rastreamento 
do genoma que utilizaram genes ou segmentos de DNA não codificadores, 
polimórficos, não necessariamente com alguma relação conhecida com a doença. No 
que se refere ao cromossomo 3 foi indicado o loco IDDM9 (3Q21-q25; MEIN e cols., 
1998 e CONCANNON e cols., 1998).  
Muitos desses estudos concordaram com resultados prévios, obtidos por estudos 
familiares ou de associação, ou os reforçaram. A maior parte dos locos foi nomeada 
como IDDM (insulin-dependent diabete mellitus) e numerados de 1 a 18 por ordem de 
descoberta. Muitos desses locos estão fisicamente muito próximos, como os IDDM7, 
IDDM12 e IDDM14, localizados em 2q31-35, uma região do cromossomo que contém o 
gene CTLA4, cuja relação com o DM1 foi confirmada por vários estudos de associação 
(FLOREZ e cols., 2003). 
 Outro fator de risco para o DM1, está localizado próximo ao sítio de início de 
transcrição do gene da insulina no cromossomo 11 (11p15,5), esta região polimórfica é 
chamada VNTR (variable number of tandem reapets) e regula a expressão do gene da 
insulina sugerindo uma importante participação dessa no processo de tolerância e 
iniciação do processo de ataque auto-imune na destruição das células beta (PUGLIESE 
e cols., 1997). 
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 A BChE é uma enzima polimórfica cuja função no organismo ainda não está 
elucidada. Suas variantes são na maioria silenciosas e possuem atividade inferior a 10% 
em relação à enzima usual (PRIMO-PARMO e cols., 1996). 
 A variante -116A foi descoberta por BARTELS e cols (1990) e apresenta-se em 
desequilíbrio de ligação com a variante K (RUBINSTEIN e cols, 1978). Parece ser a 
variante -116A a responsável pela redução de cerca 30% na atividade da BChE, em 
relação à enzima usual (FURTADO, 2005), redução antes atribuída à influência da 
mutação K. Entretanto, não há informação sobre a -116A isoladamente, somente do seu 
efeito associado a A539T. 
 O primeiro relato de aumento na atividade da BChE em diabéticos foi feito por 
ANTOPOL e cols. (1937). Vários estudos mais recentes têm mostrado alguma relação 
da atividade da butirilcolinesterase com o metabolismo alterado de lipoproteínas em 
pacientes diabéticos e também em modelos animais. 
PAVKOVIC e cols. (1993) relataram que tanto pacientes com tolerância 
prejudicada à glicose, como com diabete melito do tipo 2, possuem atividade da BChE 
levemente maior do que aqueles que apresentam somente hiperlipemia. ABBOT e cols. 
(1993) investigaram a relação entre atividade total da BChE no soro e a 
hipertrigliceridemia em pacientes com diabete melito tipos 1 e 2, e também com 
resistência à insulina e obtiveram dados, de pacientes em jejum, que os levaram a 
concluir que, tanto no diabete melito tipo 1 quanto no tipo 2, essa atividade está 
correlacionada com o log das concentrações dos triglicérides no soro. 
 ABBOT e cols. (1993) encontraram valores elevados de atividade da BChE em 
pacientes diabéticos com hipertrigliceridemia. Os níveis de BChE e triglicerídeos 
mostraram-se positivamente correlacionados em crianças diabéticas e obesas 
(RANDELL e cols., 1996). A atividade da BChE correlaciona-se positivamente com os 
níveis de insulina e do peptídio-C, no soro de indivíduos portadores de diabete melito 
do tipo 2 (NISTOR e cols., 1998). 
 Ratos hiperglicêmicos mostraram níveis elevados de BChE no plasma e no 
fígado e apresentaram metabolismo alterado de VLDL (KUTTY e cols., 1981). Diabete 
induzida por estreptozotocina, em ratos, resultou em aumento nos níveis de BChE, 
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triglicerídeos, VLDL e glicerol. O controle deste estado com insulina provocou a 
normalização destes níveis (ANNAPURNA e cols., 1991). 
 HASHIM e cols. (2001) estudaram uma amostra de pacientes diabéticos do tipo 
2 e encontraram uma associação positiva entre este distúrbio e o alelo A539T da BChE. 
A freqüência desse alelo foi de 22,8% em 276 desses pacientes, contra 15,8% em um 
grupo controle de 348 não diabéticos (p = 0,00017). As freqüências genotípicas também 
diferiram significativamente entre os dois grupos. O aumento no risco de desenvolver 
diabete do tipo 2, associado à presença de A539T, foi estimado em 44%. Esses mesmos 
pacientes foram divididos em dois grupos, segundo a necessidade ou não de tratamento 
com insulina, 6 anos após o ingresso na pesquisa. O objetivo foi investigar uma possível 
associação entre o alelo A539T e uma disfunção das células beta pancreáticas. Para 
tanto, compararam a distribuição das freqüências alélicas e genotípicas nestes grupos e 
não encontraram nenhuma diferença estatisticamente significativa. Dessa forma, os 
autores sugerem que a associação encontrada entre o alelo A539T e o diabete melito tipo 
2 seria, mais provavelmente, devida a um desequilíbrio de ligação desta mutação com 
genes de susceptibilidade, já identificados na região 3q27-ter, cerca de 25cM distante do 
gene BCHE. 
 LEPIENSKI (2004) encontrou freqüência mais elevada (30,3%) do alelo A539T 
no grupo de diabéticos do tipo 1 com aparecimento precoce da doença (<12 anos), em 
relação ao grupo com aparecimento mais tardio (8,8%) e também em relação ao grupo 
controle de doadores de sangue (17,8%). Ressalte-se que, nos diabéticos do tipo 1, cuja 
idade de aparecimento da doença é inferior 12 anos, a freqüência de pacientes com a 
mutação A539T em homo e heterozigose (53,06%) ultrapassa a freqüência de pacientes 
com o genótipo usual. Em nenhuma das populações já descritas, tal predominância foi 
verificada. No grupo cuja idade de aparecimento da doença foi de 12 anos ou mais, essa 
freqüência é de 25,49%. Apesar de ser um número pequeno, salienta-se que todos os 
A539T/A539T, da amostra estudada por LEPIENSKI (2004) tiveram o aparecimento da 
doença antes dos 12 anos. 
 Os resultados da análise de regressão múltipla escalonada confirmam a 
associação da variante A539T com a idade mais precoce de aparecimento do diabete 
melito do tipo 1. LEPIENSKI (2004) observou também que a freqüência da variante 
A539T nos diabéticos tipo 2 (17,12%) não difere estatisticamente das encontradas nos 
doadores de sangue (17,53%) e na amostra pareada por origem étnica (13,70%).         As 
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 comparações entre as distribuições de freqüências genotípicas também não 
apresentaram diferenças estatisticamente significativas. Dessa forma, não foi constatada 
a esperada associação entre a freqüência da mutação A539T da BChE e o diabete melito 
do tipo 2, de modo que os presentes dados não corroboram os encontrados por 
HASHIM e cols. (2001). 
 FURTADO (2005) estudando a variante –116A, mostrou sua associação com o 
aumento da média do IMC em obesos. Essa variante ocorre no exon 1, e apresenta 
desequilíbrio de ligação com a variante A539T (exon 4), sendo observada em mais de 
90% dos casos em cromossomo que também apresenta a variante A539T. (BARTELS e 
cols., 1990). O grupo de doadores de sangue de Curitiba estudado por FURTADO 
(2005), mostrou freqüência de 8,6% para o alelo –116A. Na mesma amostra, a 
freqüência do alelo A539T foi de cerca de 17%, sendo que 50% dos cromossomos que o 
portam também apresentam a variante -116A. Em vista disso, é importante saber se a 
associação encontrada nos diabéticos do tipo 1, já estudados por LEPIENSKI (2006), 
entre a idade precoce de aparecimento da doença e a variante A539T trata-se mesmo de 
associação com essa variante ou se é devida à presença da variante -116A. Devido ao 
desequilíbrio de ligação entre esses alelos e à maior freqüência de A539T, o efeito 
isolado da mutação -116A, não pode ser verificado adequadamente. É possível verificar 



















3.1. OBJETIVO GERAL 
   
Contribuir para o esclarecimento da função biológica da BChE, ainda não 
identificada, investigando possível associação dos alelos do sítio -116 do gene BCHE (-
116A e -116G) com diabete melito do tipo 1, pela comparação da freqüência desses 
alelos em pacientes e na amostra de doadores de sangue de Curitiba. 
 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1°) Comparar a distribuição das freqüências das variantes do nucleotídeo -116 do gene 
BCHE em diabéticos do tipo 1 com as de doadores de sangue. 
 
2°) Comparar a freqüência dessas variantes no grupo de diabéticos com aparecimento 
precoce da doença (≤12 anos) e naqueles com aparecimento após 12 anos. 
 
3°) Relacionar essas variantes, bem como a A539T do exon 4, com outras variáveis dos 
pacientes: idade de aparecimento da doença, sexo, dados antropométricos (índice de 
massa corporal – IMC, razão cintura/quadril – RCQ) e exames bioquímicos (atividade 














4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. MATERIAL 
 
Este estudo é parte integrante do projeto “Variabilidade da Butirilcolineterase no 
Diabetes Mellitus”, registrado no sistema Thales sob o número 2000007694, 
coordenado pela Dra. Vânia M. de Alcântara (Departamento de Patologia Médica) 
Pacientes e doadores de sangue foram informados sobre sua participação na 
pesquisa e, concordando, assinaram Termo de Consentimento Livre e Informado 
(ANEXO 1). A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética para Pesquisa Envolvendo 
Seres Humanos do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná (UFPR), 
segundo protocolo CEP-HC; n° 327.037/2001-04. 
 
4.1.1. Amostras de pacientes diabéticos do tipo 1. 
 
 A amostra inicial foi constituída por DNA genômico (estocado a -20°C) de 72 
pacientes diabéticos do tipo 1 euro-brasileiros, com idade não superior a 40 anos, estes 
foram atendidos pelo serviço Ambulatorial de Diabetes do Hospital de Clínicas da 
UFPR, em Curitiba no estado do Paraná, onde são realizados atendimentos do Sistema 
Único de Saúde (SUS) da população do Município de Curitiba, Região Metropolitana 
de Curitiba e de outros municípios do estado do Paraná. Esse serviço forneceu os dados 
antropométricos: sexo, idade, índice de massa corporal (IMC), origem étnica, razão 
cintura quadril (RCQ), bem como a idade de aparecimento da doença dos pacientes, que 
foram utilizados nessa pesquisa. 
 As dosagens bioquímicas (glicose, triglicerídeos e insulina) foram realizadas 
pelo Laboratório de Bioquímica do Hospital de Clínicas da UFPR e pelo Laboratório de 
Pesquisa em Bioquímica Clínica da UFPR (atividade da BChE). 
 Das 72 amostras de DNA analisadas para o nucleotídeo -116 do gene BCHE, 
uma foi retirada por não haver êxito durante as tentativas de sua amplificação por PCR. 




4.1.2. Amostra do grupo controle. 
 
 A amostra do grupo controle foi constituída por 71 doadores de sangue de 
Curitiba, euro-brasileiros, cujo sangue foi coletado no Centro de Hematologia e 
Hemoterapia do Paraná (HEMEPAR). A escolha desses doadores foi feita a partir do 
pareamento com os dados dos indivíduos diabéticos do tipo 1, quanto à idade, sexo e 
etnia. A idade do grupo de diabéticos utilizada para pareá-los a seus controles, foi a do 
momento da coleta da amostra biológica e não a idade de aparecimento da doença. 
 
4.2. MÉTODOS LABORATORIAIS 
  
  
Tanto as amostras dos diabéticos do tipo 1 quanto as do grupo controle já 
haviam sido genotipadas para o nucleotídeo 1615 do exon 4 do gene BCHE, em estudos 
anteriores do Laboratório de Polimorfismo e Ligação, do Departamento de Genética da 
UFPR. 
 As variações do nucleotídeo -116 do exon 1 do gene BCHE foram investigadas 
pela técnica de reação em cadeia da polimerase e posterior análise conformacional da 
fita simples (PCR-SSCA). Cada indivíduo teve o exon 1 examinado, de acordo com 
método desenvolvido no Laboratório de Polimorfismos e Ligação da UFPR, que será 
exposto na seqüência.  
 
 
4.2.1. Extração do DNA genômico das amostras de sangue periférico. 
  
A extração do DNA de amostras de sangue periférico dos diabéticos e controles 
foi realizada em projetos anteriores realizados no Laboratório de Polimosfismos e 
Ligação da UFPR, segundo a técnica de LAHIRI e NURNBERGER (1991), com 
modificações. Foram coletados 10 mL de sangue em EDTA. O sangue foi centrifugado 
a 2500 rpm por 15 minutos e a camada contendo os leucócitos foi separada. O creme 
leucocitário com alguns mililitros de hemácias foi estocado a -20°C. Esse material foi 
descongelado, e o creme de leucócitos separado e ressuspenso em 10 mL de TKM1 
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(tris-HCl 1M pH 7,6 KCl 1M; MgCl2 1 M; EDTA 0,1M; água destilada para um volume 
final de 500 mL) e 125 µL de IGEPAL CA-630. Em seguida a mistura foi centrifugada 
a 2500 rpm por 20 minutos, desprezado o sobrenadante e completado o volume 
novamente para 10 mL com TKMI. A centrifugação e a ressuspensão em TKM1 foram 
repetidas até que o precipitado ficasse bem claro. Finalmente ressuspendeu-se 
delicadamente o precipitado, e foram adicionados 800 µL de TKM2 (Tris-HCl 1M pH 
7,6; KCl 1M; MgCl2 1M; EDTA 0,1M; NaCl 1M; água destilada para um volume final 
de 50 mL) e agitou-se bem. Adicionaram-se 50 µL de SDS (10%). As amostras foram 
incubadas em banho-maria a 55°C durante a noite toda. Após esse período, as amostras 
foram retiradas do banho-maria e adicionaram-se 300 µL de NaCl saturado (6M). 
Centrifugou-se a 12000 rpm por 20 minutos sendo o sobrenadante passado para um tubo 
de ensaio e adicionados dois volumes de etanol 100%, gelado, para um volume de 
sobrenadante. O tubo foi tampado e invertido várias vezes (delicadamente) até ocorrer a 
precipitação do DNA, que foi coletado utilizando-se uma micropipeta com ponteira de 
ponta cortada e colocado em tubo eppendorf®. Lavou-se o DNA obtido com etanol 
70%, dispensando posteriormente o álcool. O tubo eppendorf foi colocado aberto na 
estufa a 37°C para que ocorresse a evaporação do álcool. Ressuspendeu-se o DNA em 
200 µL de tampão TE e deixou-se em banho-maria a 55°C por 3 dias. Após três dias na 
geladeira, o DNA estava pronto para o uso e podia ser congelado. 
 
 
4.2.2. Quantificação e diluição do DNA genômico das amostras de diabéticos do 
tipo 1. 
 
 As 72 amostras de DNA purificado de indivíduos diabéticos do tipo 1 foram 
submetidas à leitura da densidade ótica (D.O.) no equipamento Gene Quant II – 
Pharmacia Biotech RNA/DNA calculator, do Laboratório de Genética Molecular 
Humana do Departamento de Genética da UFPR. 
 Após a determinação da D.O. das amostras, as mesmas foram diluídas com 
tampão TE (0,5 mL de TRIS-HCl pH 8,0 - 1 M; 0,5mL de EDTA pH 8,0 - 0,1 M e 49 
mL de água bidestilada ou MILI Q), de maneira a obter uma concentração final de 
aproximadamente 100µg/mL. Essa concentração permite melhor amplificação da 
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amostra durante a reação em cadeira da polimerase (PCR) e melhor separação das 
bandas no gel de poliacrilamida, com menor perda de material biológico e de consumo. 
 
4.2.3. Reação em cadeia da polimerase (PCR) do Exon 1. 
 O exon 1 foi amplificado utilizando os seguintes iniciadores (quadro 5). 
 
QUADRO 5: Seqüências dos iniciadores utilizados para amplificar o fragmento de 
DNA no qual se encontra o nucleotídeo -116 do exon 1. 
Nome e localização dos iniciadores  Seqüência  Referência 
E1F – nt –268 a nt -149 
E1R – nt 8 a nt 27 da ext. 5’ do intron 1 
 CTG CTG CCA ACT CTC GCG AG 
CGA AGG TGT AAA TTC AGA GC 
 FURTADO (2005) 
FURTADO (2005) 
 
As amplificações foram realizadas em 10 µL de volume total de reação, 
contendo 9 µL de PCR Supermix® (Invitrogen – 22 mM Tris-HCl pH 8,4; 55mM KCl; 
1,65 mM MgCl2; 220 µM dATP; 220 µM dTTP; 220 µM dCTP; 220 µM dGTP; 
22U/mL Taq DNA polimerase), 1 µL de DNA (cerca de 150 ng) e 10 pmoles de cada 
iniciador. As PCRs foram realizadas em termociclador MJ Research PTC-100 ou 
Techgene Ftgene2D e utilizando o programa: 
1) 80°C/min., temperatura inicial; 2) 94°C/min., temperatura de desnaturação; 3) 
48°C/min. temperatura de hibridização; 4) 72°C/min., temperatura de extensão; 5) 
repetir por 35 vezes do passo 2 ao 4; 6) 72°C/10 min., extensão final. 
 
4.2.4. Análise do DNA amplificado, pela Técnica de SSCA (Análise 
Conformacional da Fita Simples). 
 
 A técnica de SSCA (ORITA e cols., 1989) consiste na análise da fita simples do 
produto amplificado, normalmente por PCR, gerada por desnaturação do DNA. Esta 
técnica permite a detecção de alterações conformacionais do DNA que podem ser 
geradas por apenas uma mutação de ponto. As fitas simples com variações diferentes 
podem adquirir conformações tridimensionais diversas, podendo ser identificadas pela 
modificação da mobilidade eletroforética do DNA. 
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 Após a amplificação, 10 µL das amostras foram misturadas a 10 µL de corante 
SSCA (4,75 mL de formamida, 0,0125 g de xilenocianol, 0,0125 g de azul de 
bromofenol, 125 µL de EDTA – 0,4 M 16,7 µL de NaOH 3 M e 108,3 µL de água 
bidestilada), levadas ao termociclador por mais 5 minutos a 94°C, e em seguida 
submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida. Foram aplicadas no gel 10 µL de 
amostra adicionada de corante, sendo a concentração do gel de 10%. O tempo de corrida 
foi dividido em uma pré-corrida de uma hora a 250 volts antes da aplicação das 
amostras, e 20 horas em corrente de 100 volts após aplicação das amostras no gel. A 
condição de preparo do gel a 10% está detalhada a seguir. 
 O gel foi preparado a partir de uma solução estoque de poliacrilamida 49:1 (49 g 
de acrilamida, 1 g de bisacrilamida, 5 mL de glicerol 100% e água bidestilada para um 
volume final de 100 mL). O tampão do gel foi preparado a partir de uma solução 
estoque TBE 5X (54 g de Tris, 27,5 g de ácido bórico, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0 e 
água destilada), pH 8,2, diluído para 1X com água destilada. A mistura para o gel 10% 
foi preparada a partir de 24mL TBE 1X, 6 mL de solução estoque de acrilamida 49:1, 
acrescido de 250 µL de persulfato de amônio 10% e 30 µL de TEMED - N, N, N’, N’ – 
tetrametiletilenodiamina. Essa solução foi colocada entre duas placas de vidro com 
espaçadores de 0,8mm em cada lado da placa. Um pente espaçador foi colocado na 
posição superior da placa, onde foram realizadas as aplicações das amostras após a 
polimerização, que ocorreu por cerca de meia hora. O tampão utilizado na cuba 
eletroforética foi o TBE 1X, preparado como descrito acima. 
 As placas foram submetidas à eletroforese nas seguintes condições: 
 
TABELA 1: Condições da corrida eletroforética em gel de poliacrilamida para a técnica 

























15 - 20 
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1 Antes da aplicação das amostras. 2 após aplicação das amostras. V = voltagem; A = 





4.2.5. Coloração do gel de poliacrilamida a 10%. 
 
 A revelação do gel foi realizada em etapas (BUDOWLE e cols., 1991), durante 
as quais o gel foi mantido sob agitação. Após a eletroforese, o gel foi colocado em um 
recipiente e imerso em solução aquosa de ácido nítrico (1%) durante três minutos. O gel 
foi, então, lavado três vezes com água destilada e imerso em solução aquosa de nitrato 
de prata (0,2%) e levado ao forno de microondas por 20 segundos. Após três lavagens 
com água destilada, o gel foi imerso em 60 mL de solução reveladora (170 mL de 
solução aquosa de carbonato de sódio 2,96%, preparado a partir de 2,96 g de carbonato 
de sódio anidro para 100 mL de água destilada, e 92 µL de formaldeído) até que a 
solução ficasse escura. Após a retirada do líquido escurecido, o gel foi lavado três vezes 
com água destilada, acrescentou-se o restante da solução reveladora e o mesmo foi 
novamente levado ao forno de microondas por mais 20 segundos. Após o aquecimento o 
gel permaneceu imerso na solução reveladora até que as bandas de DNA ficassem 
visíveis. 
 O gel foi então lavado três vezes com água destilada e colocado em solução de 
ácido acético (10%) por cinco minutos. Passado esse tempo o gel foi lavado por três 
vezes com água destilada. Acrescentou-se então a solução aquosa de glicerol (5%), na 
qual o gel foi mantido por pelo menos dez minutos. O gel foi embebido em solução de 
metanol (30%) e glicerol (1%) e colocado sobre papel celofane (previamente embebido 
na mesma solução, e mantido esticado sobre uma superfície lisa, tomando-se cuidado 
para que não ocorresse a formação de bolhas de ar que prejudicam a secagem do gel). O 
gel foi coberto com uma folha de papel filtro e levado ao “scanner” onde foi realizada a 
cópia do mesmo, que foi arquivada eletronicamente.  O gel é finalmente foi levado a 
uma prensa com papel filtro até que ocorra a secagem completa para posterior arquivo 
em pasta.   
 
4.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 As análises estatísticas permitiram investigar a possível associação das variações 
dos exons 1 e 4 com o DM1. Para realização das análises estatísticas, foram utilizados 
vários ¨softwares¨, descritos a seguir. 
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4.3.1. STATISTICA for Windows (STATSOFT, Tulsa). 
 
 Esse programa foi utilizado para a geração de distribuições de freqüências por 
meio das quais foram obtidas as freqüências alélicas e genotípicas por contagem direta e 
também foi utilizado para o cálculo da mediana da idade de aparecimento do DM1, que 
foi utilizada na classificação dessa amostra em duas classes: ≤ 12 anos e > 12 anos. 
 A análise ANOVA/MANOVA foi utilizada para a comparação das médias das 
variáveis nas duas classes de diabéticos. 
 Foram feitas duas regressões múltiplas escalonadas, tendo como variável 
dependente a idade de aparecimento do DM1. 
 
4.3.2. CLUMP (Sham e Curtis, 1995) 
 
 Esse programa foi utilizado para comparações das freqüências alélicas e 
genotípicas, obtidas nos grupos de DM1 no grupo controle de doadores de sangue. Os 
grupos de DM1 também foram comparados quanto às freqüências haplotípicas. O teste 
fornece resultado igual ao do χ2, sendo que não há necessidade de utilizar a correção de 
Yates, quando o esperado é menor que 5. Neste programa, o nível de significância é 
primeiramente obtido dos dados reais e, em seguida, um grande número de tabelas 
(1000, no presente estudo) com os mesmos totais marginais dos dados reais são geradas 
por simulação de Monte Carlo na base da hipótese nula de que casos e controles 
possuem a mesma distribuição de freqüência. O valor da estatística dado por cada tabela 
é calculado e uma estimativa empírica do valor de P é a proporção de tabelas simuladas 
com uma estatística maior ou igual à obtida com os dados reais. A significância das 
análises realizadas se dá quando o valor de p é ≤ a 0,05. 
 
4.3.3. ARLEQUIM 2.000 (Schneider et al., 2000) 
 
 O programa Arlequim 200 foi utilizado para comparar as distribuições das 
freqüências genotípicas de cada um dos exons (1 e 4) com o esperado, segundo o 
equilíbrio de Hardy-Weinberg, de acordo com o teste de Guo e Thompson (1992). 
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Foram calculadas as freqüências haplotípicas, e as estimativas de desequilíbrio de 
ligação (D e D’). 
 
 
4.3.4. ODDS RATIO 
 
Nos resultados estatisticamente significativos, que indicaram associação, 
determinou-se o valor de risco (OR - odds ratio), de acordo com o método de Woolf 




QUADRO 6: Esquema para o cálculo de OR. 
FATOR ESTUDO CONTROLE TOTAL 
PRESENÇA A B t 
AUSÊNCIA C D z 
TOTAL x y  
x, y, t e z representam a soma de A + C, B + D, A + B e C + D, respectivamente. 
 
 E em algumas comparações, como em casos de genótipos conjuntos ou de 
haplótipos, o grupo de >12 anos de idade de aparecimento da doença foi contrastado 
com o controle e com o grupo de ≤12 anos de idade de aparecimento da doença. O valor 
de OR indica quantas vezes a mais (ou a menos) o grupo com o fator tem de apresentar 
determinada doença, ou, no caso do presente trabalho, de apresentá-la precoce ou 
tardiamente, quando contrastado com o grupo sem esse fator. O valor de OR 
correspondente a 1 significa que a probabilidade é a mesma para indivíduos que tem e 
que não tem o fator. Valores acima de 1 indicam que o fator está associado a uma maior 
probabilidade de se desenvolver a doença, e valores abaixo de 1 indicam uma menor 
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probabilidade. Dado o valor de OR, pode-se calcular o Erro Padrão (EP) para o log OR 
e, a partir deste o seu Intervalo de Confiança (I.C.), através da fórmula: 
 
 
 EP (log OR)   =      
 
  
Para se obter o Intervalo de Confiança a 95%, usam-se inicialmente 1,96 erros 
padrões para qualquer direção em relação à estimativa de log OR. Em seguida, obtém-se 
o antilog desses dois limites, que é o IC ao nível de 95%. 
 
 
4.3.5. TESTE DE NEWMAN KEULS 
 
 O Teste de Newman Keuls é um método de comparação entre pares de médias e 
estima quanto essas médias são estatisticamente significativas entre si. As médias são 
comparadas duas a duas, por exemplo: a média de uma das variáveis é testada em 
relação a cada uma das médias das demais variáveis (Média 1 X média 2, média 1 X 
média 3, média 1 X média 4, e assim sucessivamente, dependendo do número de 

























5.1. PCR-SSCA DO EXON 1 DO GENE BCHE. 
 
 As figuras 2 e 3 mostram o padrão de bandas para os alelos G e A, referentes à 
posição –116 do exon 1, identificados pela técnica de PCR-SSCA. 
 
 
FIGURA 2: Reprodução de uma placa de gel de poliacrilamida (10%) mostrando 
padrão de SSCA do exon 1 amplificado pelos iniciadores E1F e E1R. Na posição 1 está 





FIGURA 3: Reprodução de uma placa de gel de poliacrilamida (10%) mostrando 
padrão de SSCA do exon 1 amplificado pelos iniciadores E1F e E1R. Na posição 1 está 












O DNA do exon 1 de 71 amostras de indivíduos portadores de DM1 e de 71 
indivíduos do grupo controle foi genotipado utilizando-se a técnica de PCR-SSCA. 
Entre as amostras de portadores de DM1 foi detectado apenas um indivíduo homozigoto 
-116A/-116A. 
Na figura 4 podem ser observadas as bandas referentes a cada genótipo 




FIGURA 4: Reprodução de uma placa de gel de poliacrilamida (10%) mostrando 
padrão de SSCA do exon 1 amplificado pelos iniciadores E1F e E1R. Nas posições 1, 3, 
4, 6, 7, 8, 9 e 11 estão representadas amostras de homozigotos –116G/-116G e nas 
posições 2 e 5 amostras de são heterozigotas -116G/-116A ; na posição 10 está 
representada amostra de homozigoto -116A/-116A. 
 
 
5.2. RESULTADOS DA ANÁLISE ESTATÍSTICA. 
 
 As freqüências alélicas e genotípicas referentes aos resultados de PCR-SSCA do 
exon 1, bem como as comparações destas freqüências nas diferentes amostras são 
mostradas na tabela 2. As distribuições genotípicas do exon 1 estão de acordo com o 
teorema de Hardy-Weinberg tanto na amostra de DM1 total, como na de controles. Nas 
comparações entre as freqüências genotípicas e alélicas mostradas na tabela 2, houve 
diferença estatisticamente significante apenas entre os grupos classificados pela idade 
de aparecimento (IA) da doença em DM1 ≤ 12 anos e DM1 > 12 anos, onde valor de p 
para a comparação quanto à freqüência genotípica foi de 2,90% e quanto à freqüência 
alélica foi de 1,90%. 
 As distribuições genotípicas do exon 4, determinadas em estudo anterior, por 
LEPIENSKI, 2004, também estão de acordo com o teorema de Hardy-Weinberg tanto 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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na amostra de DM1 total, como na de controles. A tabela 3 mostra os dados de 
freqüências de genótipos referentes aos nucleotídeos que ocupam as posições -116 do 
exon 1 e 1615 do exon 4 do gene BCHE e resultados de comparações entre os grupos 
por meio do teste χ2, conforme obtido pelo programa CLUMP. Não houve diferença 
estatisticamente significativa em nenhuma delas. Porém, na comparação em que se 
considerou IA DM1 ≤ 12 anos e IA DM1 > 12, o valor de p ficou próximo ao nível da 
significância (6,20%). 
 Na tabela 4 foram reunidos os genótipos em classes, segundo dados da tabela 3: 
GG/UU e demais genótipos, GG/UK + GG/KK e demais genótipos e GA/UK + GA/KK 
+ AA/KK e demais genótipos, conforme a ausência de ambas as variantes -116A e K, 
presença apenas de K e presença de ambas as variações respectivamente. Essas classes 
foram comparadas entre as diferentes amostras. Mostraram-se significativas as 
comparações entre IA DM1 > 12 anos e controles quanto às distribuições de GG/UU e 
demais genótipos (p = 4,30%); IA DM1 ≤ 12 anos e IA DM1 > 12 anos quanto à 
GG/UU e demais genótipos (p = 1,10%) e IA DM1 ≤ 12 nos e IA DM1 > 12 anos 
quanto à GA/UK + GA/KK + AA/KK e demais genótipos (p = 3,90%). 
A tabela 5 contém as freqüências haplotípicas das amostras de diabéticos, e do 
grupo controle referentes aos exons 1 e 4 do gene BCHE. Também nesta tabela podem-
se observar as comparações entre os grupos quanto à distribuição dos haplótipos AK, 
AU, GK e GU. Foi verificada apenas uma diferença significativa (p = 0,90%), que 
ocorreu entre os grupos IA DM1 ≤ 12 anos e IA DM1 > 12 anos. 
Quando são comparadas as classes de freqüências haplotípicas (tabela 6) entre as 
diferentes amostras, podem-se observar as seguintes diferenças estatisticamente 
significantes: 1) entre as amostras de IA DM1 ≤ 12 anos e IA DM1 > 12 anos (p = 
3,00%) quanto à distribuição de AK e demais haplótipos; 2) entre IA DM1 ≤ 12 anos e 
IA DM1 > 12 anos (p = 0,50%) quanto à GU e demais haplótipos; 3) entre IA DM1 > 
12 anos e controles (p = 3,20%) quanto a GU e demais haplótipos. 
 Foram obtidos os valores de OR e IC para as comparações entre os grupos que 






TABELA 2: Freqüências genotípicas e alélicas das amostras de diabéticos do tipo 1 (DM1) e do grupo controle, referentes ao nucleotídeo -116 
do exon 1 do gene BCHE, e comparações dessas freqüências nas diferentes amostras. 
  GENÓTIPOS (%)  
  GG  GA  AA  AMOSTRAS 
 
N 
 N (%)  N (%)  N (%)  
FREQÜÊNCIA DO ALELO 
A ± ERRO PADRÃO (%) 
(a) DM1 TOTAL  71  56 78,9  14 19,7  1 1,4  11,3 (2,65) 
(b) DM1 ≤ 12 ANOS  37  25 67,6  11 29,7  1 2,7  17,6 (4,42) 
(c) DM1 > 12 ANOS  34  31 91,2  3 8,8  0 0,0  4,4 (2,49) 
(d) CONTROLES  71  55 77,5  16 22,5  0 0,0  11,3 (2,65) 
 FREQÜÊNCIA GENOTÍPICA  FREQÜÊNCIA ALÉLICA 
COMPARAÇÕES* 
 X2   p (%)  X2  p (%) 
a x d  1,14  > 80  ≈ 0,0  ≈ 100 
b x c  6,10  2,90  6,13  1,90 
b x d  2,74  > 25  1,66  > 20 
c x d  2,92  > 10  2,63  > 10 




TABELA 3: Dados de genótipos referentes aos nucleotídeos -116 do exon 1 e 1615 do exon 4 do gene BCHE, das amostras de diabéticos do tipo 
1 (DM1) e do grupo controle, e comparações quanto às freqüências genotípicas. 
  FREQÜÊNCIA GENOTÍPICA 
  GG/UU  GG/UK  GG/KK  GA/UU  GA/UK  GA/KK  AA/KK AMOSTRAS 
 
N 
 N %  N %  N %  N %  N %  N %  N % 
(a) DM1 TOTAL  71  46 64,8  9 12,7  1 1,4  1 1,4  12 16,9  1 1,4  1 1,4 
(b) DM1 ≤ 12 ANOS  37  18 48,7  6 16,2  1 2,7  1 2,7  9 24,3  1 2,7  1 2,7 
(c) DM1 > 12 ANOS  34  28 82,4  3 8,8  0 0,0  0 0,0  3 8,8  0 0,0  0 0,0 
(d) CONTROLES  71  44 62,0  10 14,1  1 1,4  1 1,4  13 18,3  2 2,8  0 0,0 
    FREQÜÊNCIA GENOTÍPICA  
COMPARAÇÕES* 
      X2   p (%)       
a x d       1,47  > 99       
b x c       10,07  6,20       
b x d       3,62  80       
c x d       5,18  > 40       




TABELA 4: Comparações entre freqüências genotípicas das amostras de diabéticos do tipo 1 (DM1) e do grupo controle, referentes aos 
nucleotídeos -116 do exon 1 e 1615 do exon 4 do gene BCHE, realizadas com base nos dados da tabela anterior.  


















 0,12  > 85  0,06  ≈ 100  0,04  ≈ 100 
DM1 ≤ 12 ANOS 
X 
CONTROLE 
 1,77  > 20  0,21  > 80  0,98  > 35 
DM1 > 12 ANOS 
X 
CONTROLE 
 4,43  4,30  0,88  > 35  2,45  > 15 
DM1 ≤ 12 ANOS 
X 
DM1 > 12 ANOS 
 8,82  1,10  1,49  > 30  4,89  3,90 





TABELA 5: Freqüências haplotípicas das amostras de diabéticos do tipo 1 (DM1) e do grupo controle, referentes aos nucleotídeos -116 do exon 
1 e 1615 do exon 4 do gene BCHE, e resultado das comparações dessas freqüências nas diferentes amostras. 
  FREQÜÊNCIA HAPLOTÍPICA ± ERRO PADRÃO (%) AMOSTRAS 
 
N 
 A K  A U  G K  G U 
(a) DM1 TOTAL  142  10,49 ± 2,73  0,76 ± 0,70  8,51 ± 2,31  80,21 ± 2,66 
(b) DM1 ≤ 12 ANOS  74  16,01 ± 5,40  1,55 ± 1,01  12,36 ± 3,14  70,06 ± 6,12 
(c) DM1 > 12 ANOS  68  4,41 ± 2,05  0,00 ± 0,00  4,41 ± 2,34  91,17 ± 38,8 
(d) CONTROLES  142  10,47 ± 2,36  0,79 ± 0,76  9,94 ± 2,75  78,78 ± 4,48 
  FREQÜÊNCIA HAPLOTÍPICA  
COMPARAÇÕES 
   TESTE X2  p (%)   
a x d    0,17  > 95   
b x c    10,04  0,90   
b x d    2,18  > 50   







TABELA 6: Comparações entre as freqüências haplotípicas das amostras de diabéticos do tipo 1 (DM1) e do grupo controle, referentes aos 
nucleotídeos -116 do exon 1 e 1615 do exon 4 do gene BCHE, considerando-se o número absoluto de haplótipos, calculados com base nos dados 
da tabela anterior1. 
 
DM1 ≤ 12 ANOS 
X 
DM1 > 12 ANOS 
 






















 9,78  0,50  1,97  > 15  4,90  3,20 
1A comparação entre as freqüências haplotípicas no total dos diabéticos tipo 1 (DM1) e no grupo controle não foram mostradas nesta tabela 
devido à grande semelhança entre elas, como  pode ser observado no resultado da comparação a x d da tabela anterior (p > 95 %).  





TABELA 7: Valores de “Odds ratio” e de Intervalo de Confiança (IC). 
AMOSTRAS COMPARADAS 
 FATOR  
ESTUDO  CONTROLE 
 ODDS RATIO  IC (95%) 







GA + AA  DM1 ≤ 12 ANOS   DM1 > 12 ANOS  4,96  1,26 – 19,53 
        
GA/UK + GA/KK + 
AA/KK 
 DM1 ≤ 12 ANOS   DM1 > 12 ANOS  4,37  1,10 – 17,36 










 DM1 > 12 ANOS1  DM1 ≤ 12 ANOS  4,93  1,65 – 14,68 
        
AK  DM1 ≤ 12 ANOS   DM1 > 12 ANOS  4,19  1,13 – 15,58 











 DM1 > 12 ANOS  CONTROLE  2,77  1,09 – 7,01 
1 Nestes casos, optou-se por colocar a amostra com maior freqüência do fator como amostra estudo.
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 A análise dos dois grupos de genótipos (tabela 8), com relação às médias de 
todas as variáveis consideradas, não mostra diferença (p > 30%) entre essas duas classes 
genotípicas (GG e GA+AA), de acordo com a análise de variância feita pelo programa 
ANOVA/MANOVA. Porém, do ponto de vista da análise de variáveis individuais, a 
idade de aparecimento da doença foi significativamente menor no genótipo GA+AA (p 
= 0,045). Essa foi à única variável significativa para este tipo de análise, utilizando-se o 
teste de Newmann-Keuls. 
 
TABELA 8: Médias (± DP) das variáveis classificadas pelos genótipos do exon 1 (GG e 




 (N = 50) 
 GA + AA 
 (N = 15) VARIÁVEIS 
 MÉDIA ± DP 
 
MÉDIA ± DP 
SEXO (masc = 1, fem =.0)  0,38 ± 0,49 
 




 14,33 ± 7,88 
 
9,93 ± 4,79 
ÍNDICE DE MASSA 
CORPORAL 
 22,85 ± 3,36 
 
23,45 ± 4,02 
RAZÃO CINTURA 
QUADRIL 
 0,81 ± 0,06 
 
0,83 ± 0,06 
GLICEMIA (mg/dL)  216,58 ± 109,12  216,87 ± 121,97 
COLESTEROL TOTAL 
(mg/dL) 
 191,24 ± 42,06  186,20 ± 50,38 
TRIGLICÉRIDES (ln)  4,38 ± 0,56  4,44 ± 0,49 
INSULINA (ln)  2,78 ± 0,80  2,90 ± 0,93 
ATIVIDADE DA BChE  5,15 ± 1,24  4,77 ± 0,88 











A análise de variância (ANOVA MANOVA) considerando as 3 classes de 
genótipos (GG/UU, GA+AA/UK+KK e GG/UK) e todas as demais variáveis (9), não 
mostrou resultado significativo (p = 0,08). A única variável que se mostrou 
significativa, nas análises individuais, foi a atividade da BChE. A média da atividade foi 
diferente apenas na comparação entre os genótipos GG/UU e GG/UK (p = 0,034), de 
acordo com o teste de Newmann-Keuls. A variável triglicéride mostrou-se no limite da 
significância (p = 0,054), quando o genótipo GG/UU foi comparado com GG/UK. 
 




 (N = 41) 
 
GG/UK 
 (N = 9) 
 
GA+AA/UK+KK 
(N = 14) VARIÁVEIS 
 MÉDIA ± DP 
 
MÉDIA ± DP  MÉDIA ± DP 
SEXO (masc = 1,  fem =.0)  0,34 ± 0,48 
 




 14,97 ± 8,13 
 
11,39 ± 6,23  9,93 ± 4,97 
ÍNDICE DE MASSA 
CORPORAL 
 22,86 ± 3,56 
 
22,80 ± 2,36  23,71 ± 4,03 
RAZÃO CINTURA 
QUADRIL 
 0,81 ± 0,06 
 
0,82 ± 0,07  0,84 ± 0,06 
GLICEMIA (mg/dL)  212,71 ± 103,06 
 
234,22 ± 139,31  217,93 ± 126,50 
COLESTEROL TOTAL 
(mg/dL) 
 193,00 ± 44,56 
 
183,22 ± 28,63  187,50 ± 52,03 
TRIGLICÉRIDES (ln)  4,45 ± 0,58 
 
4,06 ± 0,34  4,46 ± 0,50 
INSULINA (ln)  2,76 ± 0,78 
 
2,87 ± 0,97  2,95 ± 0,94 
ATIVIDADE DA BChE  5,34 ± 1,26 
 
4,27 ± 0,62  4,74 ± 0,91 







Foram feitas duas análises de variância, que consideraram os dois grupos de 
DM1 classificados pela mediana da idade de aparecimento da doença, com os dados da 
tabela 10. Uma das análises considerou os exons 1 e 4 e a outra considerou apenas o 
exon 1 junto com as demais variáveis da tabela 10. A análise de variância (ANOVA 
MANOVA) considerando todas as variáveis com os exons 1 e 4 foi significativa (p = 
0,016), bem como a que considerou as demais variáveis e apenas o exon 1 (p = 0,042). 
O Teste de Newmann-Keuls, usado para as variáveis individuais, foi estatisticamente 
significativo com relação à glicose (p = 0,011), aos genótipos quanto aos exons 1 e 4 (p 
= 0,006) e quanto aos genótipos em relação a apenas o exon 1 (p = 0,022). 
 
TABELA 10: Médias (± DP) das variáveis classificadas pela mediana da idade de 
aparecimento do diabetes melito do tipo 1. 
 IDADE DE APARECIMENTO 
  VARIÁVEIS 
 
≤12 anos (N = 33) 
MÉDIA ± DP  
>12 anos (N = 31) 
MÉDIA ± DP 
SEXO (masc = 1,  fem =.0) 
 
0,27 ± 0,45  0,45 ± 0,50 
ÍNDICE DE MASSA CORPORAL 
 
22,62 ± 2,40  23,49 ± 4,37 
RAZÃO CINTURA QUADRIL 
 
0,81 ± 0,07  0,83 ± 0,06 
GLICOSE (mg/dL) 
 
250,82 ± 128,21  180,74 ± 78,96 
COLESTEROL TOTAL (mg/dL) 
 
183,42 ± 41,95  197,87 ± 45,59 
TRIGLICÉRIDES (ln) 
 
4,42 ± 0,48  4,38 ± 0,62 
INSULINA (ln) 
 
2,75 ± 0,89  2,90 ± 0,77 
ATIVIDADE DA BChE (KU/L) 
 
4,96 ± 1,23  5,16 ± 1,14 
EXONS 1 E 4  
(GGUU = 1, GGUK = 2, 
 AG+AA/UK+KK = 3) 
 
1,85 ± 0,90  1,29 ± 0,64 
EXONS 1 
(GG = 1 e GA+AA = 2) 
 
1,33 ± 0,48  1,10 ± 0,30 








 Na análise de regressão da tabela 11, apenas o genótipo do exon 1 foi 
correlacionado significativamente com a idade de aparecimento da doença. O próprio 
programa excluiu as variáveis atividade da BChE, sexo, colesterol total e ln triglicérides 
da análise, em vista de pouca correlação com a idade de aparecimento da doença. 
 
TABELA 11: Resultados de análise regressão múltipla escalonada, referente às 
amostras de diabéticos do tipo 1 (DM1), tendo como variável dependente a idade de 
aparecimento da doença e as seguintes independentes: genótipo do exon 1 (GG = 1 e 
GA + AA = 2), razão cintura quadril, glicose, insulina, índice de massa corporal, 
atividade da BChE, sexo,  colesterol total e triglicérides.  
MÉDIA DA IDADE DE APARECIMENTO ± DP = 13,37 ± 7,54 a ± EP =  7,53 ± 13,07 
VARIÁVEIS INDEPENDENTES  BETA ± EP  t  p 
EXON 1  -0,27 ± 0,12  -2,20  0,031 
RAZÃO CINTURA QUADRIL  0,15 ± 0,13  1,12  0,267 
GLICOSE (mg/dL)  -0,27 ± 0,14  -1,91  0,061 
INSULINA (ln)  -0,24 ± 0,14  -1,68  0,098 
ÍNDICE DE MASSA CORPORAL  0,15 ± 0,13  1,19  0,239 
ANÁLISE DE VARIÂNCIA 
FONTES DE 
VARIAÇÃO 
 GL  Σ DOS QUADRADOS  F (p)  R2 
REGRESSÃO  5  676,46   




TOTAL  63  3579,80     










 Na análise de regressão da tabela 12, apenas o genótipo com relação aos exons 1 
e 4 foi correlacionado significativamente com a idade de aparecimento da doença. O 
próprio programa excluiu as variáveis atividade da BChE, sexo, colesterol total e ln 
triglicérides da análise. 
 
TABELA 12: Resultados de análise regressão múltipla escalonada, referente às 
amostras de diabéticos do tipo 1 (DM1), tendo como variável dependente a idade de 
aparecimento da doença e as seguintes independentes: genótipos dos exons 1 e 4 
(GA/UK + GA/KK + AA/KK = 3, GG/UK + GG/KK = 2 e GG/UU = 1), razão cintura 
quadril, glicose, insulina, índice de massa corporal, atividade da BChE, sexo, colesterol 
total, e triglicérides. 
MÉDIA DA IDADE DE APARECIMENTO ± DP = 13,37 ± 7,54 a ± EP =  4,28 ± 12,99 
VARIÁVEIS INDEPENDENTES  BETA ± EP  t  p 
EXONS 1 e 4  -0,31 ± 0,12  -2,55  0,014 
RAZÃO CINTURA QUADRIL  0,16 ± 0,13  1,23  0,223 
GLICOSE (mg/Dl)  -0,25 ± 0,14  -1,79  0,078 
INSULINA (Ln)  -023 ± 0,14  -1,61  0,114 
ÍNDICE DE MASSA CORPORAL  0,15 ± 0,13  1,18  0,242 
ANÁLISE DE VARIÂNCIA 
FONTES DE 
VARIAÇÃO 
 GL  Σ DOS QUADRADOS  F (p)  R2 
REGRESSÃO  5  749,66   




TOTAL  63  3579,80     











6.1 DADOS DA LITERATURA DE IMPORTÂNCIA PARA O ESTUDO 
 
 BARTELS e cols. (1990) descreveram a mutação -116A (TGC/TAC) do exon 1 
do gene BCHE e encontraram freqüência de 8% em amostra de 33 pessoas não 
consangüíneas estudadas. As alterações de bases que ocorrem nessa posição estão em 
desequilíbrio de ligação com as do nucleotídeo 1615 do exon 4. BARTELS e cols. 
(1990) observaram a presença da variante -116A sempre com a presença da variante K 
do nucleotídeo 1615, com dados de apenas uma família. FURTADO (2005), estudando 
172 obesos e 156 não obesos não encontrou diferença significativa na freqüência do 
alelo -116 A, nestes dois grupos: 8,72% ± 2,15% e 8,33% ± 2,21%, respectivamente. 
Considerando o total das duas amostras (N = 162), o desequilíbrio de ligação entre as 
variações desses dois exons foi de 91% (D’). 
 A presença da variante K foi associada a uma redução de cerca de 30% da 
atividade da BChE quando em homozigose (KK) em relação à enzima usual 
(RUBINSTEIN e cols., 1978). Entretanto, FURTADO (2005), ao classificar as pessoas 
quanto aos genótipos dos exons 1 e 4 e examinar as médias da atividade da BChE, 
verificou que a redução da atividade dessa enzima estava associada à presença de ambas 
as variações -116A do exon 1 e K do exon 4. Quando a variação K está presente sem a 
variação -116A, a baixa de atividade não ocorre. Isto sugere que é a variação -116A que 
está associada com a redução da atividade da BChE, mas seu efeito isolado ainda não 
pode ser avaliado, uma vez que, na quase totalidade dos casos, está  em cis com a 
mutação K (ALTAMIRANO e cols., 2000). 
Embora a mutação -116A não ocorra na região codificadora do peptídeo, ainda 
assim poderia ser responsável pela redução da atividade da BChE, afetando a 
transcrição ou tradução.  
 
 
6.2 ANÁLISES DE ASSOCIAÇÃO 
 
BARTELS e cols. (1990) e FURTADO (2005), encontraram freqüências 
semelhantes para a variante -116A, em torno de 8%. A freqüência do alelo -116A da 
 46 
 
presente amostra de DM1 não difere estatisticamente daquela descrita por BARTELS e 
cols. (1990) nem da encontrada nos controles de FURTADO (2005): χ2 =  0,677, p> 
45% e . χ2 = 0,729, p >40%, respectivamente. 
 Quando se considera apenas o exon 1 (tabela 2), a freqüência do alelo A do 
nucleotídeo -116 não difere entre a amostra de DM1 total (11,3%) e a amostra controle 
de doadores de sangue (11,3%). Quando a amostra de DM1 é classificada pela mediana 
da idade de aparecimento da doença (IA), pode-se observar aumento da freqüência do 
alelo A (17,6%) e do genótipo G/A (29,7%), no grupo de DM1 com a IA da doença ≤ 12 
anos (tabela 2) em relação ao grupo com essa idade >12 anos (4,4% e 8,8%, 
respectivamente). Quando se observa a tabela 7, considerando-se os grupos com IA de 
DM1 ≤ 12 anos e > 12 anos, quanto à presença do alelo -116A e quanto à presença dos 
genótipos GA+AA, os valores de OR são 4,62 e 4,96, respectivamente, ou seja, o risco 
de uma pessoa que possui esse alelo ou genótipo é quase 5 vezes maior de apresentar o 
DM1 com idade precoce do que seria se fosse de genótipo GG.  
 Quando se consideram de forma conjunta os exons 1 e 4, quanto às distribuições 
dos 7 genótipos observados (tabela 3), não houve diferença estatisticamente 
significativa entre as amostras comparadas. Isto provavelmente ocorre em vista da 
divisão em 7 classes ter originado amostras de tamanho reduzido. Por isso, os genótipos 
foram agrupados em classes (tabela 4), o que permitiu revelar diferenças 
estatisticamente significativas quando foram comparadas as diferentes amostras: 1) 
DM1 ≤ 12 anos e DM1 > 12 anos quanto a GA/UK+GA/KK+AA/KK e demais genótipos 
(OR = 4,37); 2) DM1 > 12 anos e DM1 ≤ 12 anos quanto a GG/UU e demais genótipos 
(OR = 4,93); 3) DM1> 12 anos e controles quanto a GG/UU e demais genótipos (OR = 
2,86). 
 No caso da distribuição das freqüências haplotípicas (tabela 5), a única diferença 
estatisticamente significativa apareceu quando foram comparados os grupos com IA de 
DM1 ≤ 12 anos e > 12 anos (p = 0,009). Algumas das comparações de haplótipos da 
tabela 6 foram estatisticamente significativas e resultaram em valores de odds ratio 
(tabela 7): 1) DM1 ≤ 12 anos e DM1 > 12 anos  quanto a AK e demais haplótipos (OR= 
4,19); DM1 > 12 anos e DM1 ≤ 12 anos quanto a GU e demais haplótipos (OR = 4,37); 
3) DM1> 12 anos e controles quanto a GU e demais haplótipos (OR = 2,77). 
 Esses dados mostram associação da variação -116A do exon 1, bem como do 
haplótipo AK e dos genótipos que possuem AK, com DM1 de IA ≤ 12 anos. Em vista 
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dessa associação, também se verifica uma freqüência mais elevada do alelo -116G, do 
haplótipo GU e do genótipo GG/UU na categoria de DM1 com IA > 12 anos. 
 Em trabalho com esses mesmos pacientes, genotipados apenas para o exon 4, 
LEPIENSKI e cols. (2006) mostraram associação positiva do alelo K com a IA de DM1 
≤ 12 anos. Esses autores concluíram que esse alelo, ou outra variante em desequilíbrio 
de ligação com ele, poderia predispor ao aparecimento precoce do DM1. Esses autores 
também explicam que a ausência de diferença na freqüência desse alelo entre DM1 e 
controles poderia ser explicada por duas situações: 1) o alelo K não predispõe ao DM1, 
mas somente à sua manifestação precoce; 2) O DM1 é doença de etiologia heterogênea 
e que esse alelo pode estar associado positivamente somente com o tipo de DM1 de 
aparecimento precoce. 
 Os dados do presente trabalho reforçam a hipótese de que a variante K ou outra, 
em desequilíbrio de ligação com ela, seja responsável pelo aparecimento precoce do 
DM1. Entretanto, não parece que as variações dos exons 1 e 4 estejam associadas com a 
própria causa de DM1, num tipo de DM1 específico de aparecimento precoce. Estariam 
associadas apenas ao aparecimento precoce de DM1 em geral, sem estarem implicadas 
na própria causa do diabetes mellito. Se estivessem associadas com um tipo específico 
de DM1, seria esperado que as freqüências de -116A e de K estivessem mais altas em 
pacientes do que na população geral e as freqüências dessas variações na amostra de 
doentes com IA > 12 anos não estivesse diminuída, com relação à de aparecimento da 
doença em idade ≤ 12 anos. 
As análises de regressão múltipla escalonada mostraram que a presença do alelo 
-116A está correlacionada de forma estatisticamente significativa com a diminuição da 
média da IA do DM1 (p = 0,031; tabela 11). Quando a análise é feita com os genótipos 
quanto aos exons 1 e 4 (tabela 12), a significância aumenta (p= 0,014). Isto acontece em 
vista de que os indivíduos com a variação K e sem a variação -116A (código 2) são 
considerados separadamente daqueles que são homozigotos usuais (código 1). Os casos 
considerados com a variação -116A possuem também a variação K (código 3). Os 
resultados dessa última análise de regressão mostram a tendência da idade de 
aparecimento da doença diminuir no seguinte sentido: do homozigoto usual (GGUU) 
para GGUK e deste para os casos com ambas as variações -116A e K. Nesse contexto, 
pode se observar a tabela 9, cuja análise de variância não mostra diferença das médias 
de idade de aparecimento da doença nos 3 genótipos considerados, mas mostra 
claramente a tendência a que nos referimos. Uma das metodologias é usada para separar 
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os grupos (ANOVA/MANOVA), quando são diferentes, e a outra (Regressão) indica 
correlações e tendências quando são consideradas as distribuições das características. 
Além disso, deve se notar que duas das classes ficaram pouco representadas nessa 
análise de variância. Por outro lado, quando apenas o exon 1 foi considerado na análise 
de variância (tabela 8), os dois grupos de genótipos mostraram diferença 
estatisticamente significativa nas médias de aparecimento da doença (p = 0,045). Esses 
dados da análise de regressão múltipla reforçam os achados anteriores de associação da 
variação -116A e K com a idade precoce de aparecimento do DM1. 
A análise de variância de comparação entre os dois grupos de pacientes (tabela 
10), além da significância mostrada quanto aos genótipos considerados do gene BCHE, 
mostra que a diferença entre as médias de concentração de glicose é significativa (p = 
0,011). Entretanto, na análise de regressão múltipla (tabela 12), essa variável mostrou-se 
apenas muito próxima do limite de significância (p = 0,078). É possível que a 
concentração média maior de glicose no grupo com idade de aparecimento ≤12 anos do 
que naquele >12 anos, possa ser interpretada com sugestão de uma maior gravidade do 
quadro clínico no grupo com idade precoce de aparecimento da doença. 
FURTADO (2005) mostrou que os indivíduos portadores da variante K 
apresentam menor atividade da BChE, como já havia sido descrito por outros autores. 
Porém, em seu estudo, quando levou em conta o genótipo na posição do nucleotídeo -
116, essa diminuição mostrou ser dependente da mutação -116A e não da mutação K. 
Isto foi verificado, pois nos heterozigotos UK que são homozigotos GG quanto ao 
nucleotídeo -116 essa diminuição não ocorreu. Entretanto, no presente estudo, quando 
se consideram os genótipos do exon 1 (tabela 8) não se verificou diferença 
estatisticamente significativa nas médias da atividade da BChE entre eles, apesar de 
estar no sentido esperado (5,15 KU/L em GG e 4,77 KU/L em GA+AA). É possível que 
nossa amostra seja de tamanho muito pequeno para que essa diferença pudesse ser 
estatisticamente significativa. 
No trabalho de LEPIENSKI e cols. (2006), é considerado que a atividade baixa 
da BChE poderia ser levada em conta no aumento de risco de DM1 precoce, uma vez 
que já houve relato da atividade mais baixa da BChE estar associada com disfunção 
auto-imune em mulheres grávidas (MAHMOUD e cols., 2003). Entretanto, pode-se 
observar na tabela 10 que os dois grupos de DM1 (IA ≤ 12 anos e > 12 anos) não 




O valor de odds ratio de LEPIENSKI e cols. (2006) encontrado foi de 2,1 (1,1-
4,0) para os indivíduos com a variante K em relação ao homozigoto usual, no sentido de 
ser acometido de DM1 precoce. Na tabela 7, observa-se que o odds ratio é igual a 4,4 
(1,1-17,4) para os portadores de ambas as mutações -116A e K quanto a desenvolverem 
o DM1 precoce. Na tabela 6, pode-se observar que as distribuições dos haplótipos GK e 
outros não diferiram nas três amostras. Esses dados, quando vistos em conjunto, nos 
indicam que a presença de AK é de maior risco do que a presença de apenas K. 
Considerando em conjunto os resultados do presente trabalho, com relação aos 
odds ratio e aos dados de atividade da BChE, nos parece difícil considerar as variações 
dos exons 1 e 4 como responsáveis por maior risco de DM1 precoce. Parece-nos mais 
provável que os dados do presente trabalho estejam indicando a presença de uma 
variação em outro gene, responsável pelo aparecimento precoce do DM1, e que esta 
variação estaria em acoplamento com as variações -116A e K, num caso de desequilíbrio 
de ligação. Como o haplótipo GK não mostrou aumento de freqüência no DM1 com IA 
≤ 12 anos, é possível que essa suposta variação não ocorra, ou ocorra com freqüência 
muito baixa, neste tipo de haplótipo. Isto sugere que ela esteja mais próxima do exon 1 
do que do exon 4 do gene BCHE, estando a montante desse gene. Como um loco de 
susceptibilidade ao DM1, o IDDM9 (MEIN e cols., 1998) foi localizado no 
cromossomo 3 (3q21-q25), é provável que a associação verificada seja devida a gene 


















1) Os alelos e genótipos referentes ao nucleotídeo que ocupa a posição -116 do exon 1 
do gene BCHE estão igualmente distribuídos no grupo com DM1 e no grupo controle 
estudados. 
 
2) A variante -116A é distribuída com freqüência diferente nos grupos de diabéticos 
classificados de acordo com a mediana da idade de aparecimento da doença em ≤ 12 
anos e > 12 anos, mostrando-se com freqüência significativamente maior no grupo com 
manifestação da doença em idade ≤ 12 anos. 
 
3) O risco relativo (odds ratio) de um indivíduo apresentar DM1 precocemente (idade ≤ 
12 anos) é cerca de 5 vezes maior quando possui o alelo -116A, tanto em heterozigose 
como em homozigose. 
 
4) Na análise conjunta dos exons 1 e 4, o valor de odds ratio de apresentação de DM1 
com idade em ≤ 12 anos é cerca de 4 vezes maior, quando a pessoa possui os genótipos 
com ambas as variações -116A e K, em heterozigose ou homozigose. 
 
5) Apesar da variação -116A estar associada à redução na atividade da 
butirilcolinesterase, não foi detectada diferença nas médias de atividade enzimática 
entre os grupos de DM1, classificados de acordo com a idade de aparecimento da 
doença (≤ 12 anos e > 12 anos). 
 
6) Em vista do exposto no item 5, os dados do presente trabalho parecem indicar a 
presença de variação em outro gene, que seria responsável pelo aparecimento do DM1 
em idade ≤ 12 anos. Esta variação estaria em acoplamento com as variações -116A e K, 
num caso de desequilíbrio de ligação. Como o haplótipo -116G K não mostrou aumento 
de freqüência no DM1 em pacientes com idade de aparecimento da doença ≤ 12 anos, 
sugere-se que essa suposta variação esteja mais próxima do exon 1 do que do exon 4 do 
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Resultado da genotipagem do exon 1 referente ao nucleotídeo -116 em diabéticos do 
tipo 1 e grupo controle (doadores de sangue). 
 





Nº amostra  Variante Nº amostra  Variante Nº amostra  Variante Nº amostra  Variante 
(DM1) -116 Controle -116 (DM1) -116 Controle -116 
107 GG 2 GA 41 GG 315 GA 
348 GG 3 GG 39 GG 316 GG 
330 GA 4 GG 127 GG 334 GG 
81 GG 5 GA 385 GG 347 GA 
238 GG 9 GG 93 GG 351 GG 
51 GG 12 GG 78 AA 373 GG 
17 GG 13 GG 130 GA 377 GA 
104 GG 15 GG 90 GG 388 GG 
153 GG 19 GG 144 GG 390 GA 
166 GG 20 GG 67 GG 418 GA 
247 GG 24 GG 26 GG 419 GA 
340 GG 28 GA 110 GA 420 GG 
40 GG 30 GG 50 GG 439 GG 
236 GG 37 GG 79 GG 444 GG 
392 GG 47 GG 11 GG 451 GG 
28 GG 64 GA 66 GG 475 GG 
65 GG 72 GA 398 GA 479 GA 
131 GG 73 GG 208 GG 485 GG 
209 GG 79 GG 132 GA 490 GG 
159 GG 80 GG 125 GG 509 GG 
397 XXXXX 86 GG 329 GA 535 GG 
249 GG 97 GA 70 GG 539 GG 
89 GA 131 GG 387 GA 582 GG 
248 GG 157 GG 30 GG 588 GG 
339 GA 166 GG 43 GG 620 GG 
119 GG 173 GG 145 GA 644 GG 
386 GG 195 GG 359 GA 652 GG 
195 GG 206 GG 361 GG 677 GG 
158 GG 215 GG 160 GG 688 GA 
63 GG 219 GG 325 GG 762 GG 
161 GG 221 GG 256 GG 846 GG 
133 GA 237 GA 324 GG 891 GG 
323 GA 256 GG 55 GG 910 GA 
91 GG 265 GG 103 GG 920 GG 
155 GG 285 GG 61 GG 979 GG 





TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO 
 
a) Você está sendo convidado a participar de um estudo intitulado. “Variabilidade da 
butilcolinesterase no diabetes mellitus”. É através das pesquisas clínicas que ocorrem os 
avanços na medicina, e sula participação é de fundamental importância. 
b) O objetivo desta pesquisa é dar indicações da possível função biológica da enzima 
butirilcolinesterase no organismo humano. 
c) Como em qualquer tratamento você poderá experimentar alguns desconfortos, 
principalmente relacionados à coleta de sangue. 
d) Estão garantidas todas as informações que você queira, antes e depois do estudo. 
e) A sua participação neste estudo é voluntária. Você tem a liberdade de recusar participar do 
estudo, ou se aceitar a participar, retirar seu consentimento a qualquer momento. Este fato 
não implicará na interrupção de seu atendimento, que está assegurado. 
f) As informações relacionadas ao estudo poderão ser inspecionadas pelos médicos e 
bioquímicos que executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer 
informação for divulgada em relatório ou publicação, isto será feito sob forma codificada, 
para que a confidencialidade seja mantida. 
g) Todas as despesas necessárias para a realização da pesquisa (exames, medicamentos, 
etc)... Não são da responsabilidade do paciente. 
h) Pela sua participação no estudo, você não receberá qualquer valor em dinheiro. Você terá a 
garantia de que qualquer problema decorrente do estudo será tratado no próprio H.C. 
i) Quando os resultados forem publicados, não aparecerá seu nome, e sim um código. 
Eu, _____________________________________________li o texto acima e compreendi a 
natureza e objetivo do estudo do qual fui convidado a participar. A explicação que recebi 
menciona os riscos e benefícios do estudo e os tratamentos alternativos. Eu entendi que sou livre 
para interromper minha participação no estudo a qualquer momento sem justificar minha 
decisão e sem que esta decisão afete meu tratamento com o meu médico. Eu entendi o que não 
posso fazer durante o tratamento e sei que qualquer problema  relacionado ao tratamento será 
tratado sem custos para mim.  
Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo 
 
____________________________ ___/___/___ __________________________ 
      Assinatura do paciente      Data         Prof. Vânia M. Alcântara 
